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1. RESUMEN

Introduccion: La periodontitis es una enfermedad oral cronica inflamatoria
gue ha sido descrita como factor de riesgo para enfermedades neurodegenerativas
asociadas al envejecimiento, como la enfermedad de Alzheimer. La
neurodegeneracion involucra muerte neuronal, que puede ocurrir por diferentes
mecanismos. La ferroptosis, un tipo de muerte celular dependiente de hierro
caracterizada por aumento de estrés oxidativo y peroxidacion lipidica se ha
asociado cada vez mas con enfermedades neurodegenerativas, y puede ser
inducida por estimulos inflamatorios como lipopolisacéridos. Estudios recientes han
demostrado que lipopolisacaridos de bacterias periodontales pueden inducir
ferroptosis en la periodontitis, lo que podria constituir un proceso comun con la
enfermedad de Alzheimer y explicaria su creciente asociacion. Asi, esta revision
sistematica tuvo como objetivo buscar evidencia de que los lipopolisacaridos de
patdogenos periodontales podrian participar el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas mediante induccion de ferroptosis en neuronas.

Metodologia: Se realiz6 una busqueda sistematica de estudios en las bases
de datos MEDLINE/PubMed, Scopus, Web of Science y BVS/LILACS, y en la
bibliografia de aquellos seleccionados segun los criterios de elegibilidad, basado en
el acronimo PICoR. Los datos fueron extraidos y analizados para evaluar su riesgo

de sesgo mediante la herramienta SYRCLE.

Resultados: De 1.790 articulos fueron seleccionados 21, que mostraron una
asociacion entre la inflamacién inducida por lipopolisacaridos y marcadores de
ferroptosis en neuronas. Entre estos marcadores se encuentran el aumento del
estrés oxidativo, agotamiento de glutation, desregulacién de proteinas
transportadoras de hierro, acumulacion de hierro y peroxidacion lipidica. Se
describieron diferentes vias de sefalizacion celular involucradas: la respuesta
inflamatoria, con énfasis en la via IL-6/STAT3/hepcidina, la respuesta antioxidante,
y la S-nitrosilacion proteica, una modificacion postraduccional regulada por especies
reactivas de oxigeno que altera la funcion de proteinas. Si bien los articulos

encontrados relacionan lipopolisacaridos con ferroptosis neuronal, hasta finalizada



esta revisibn no se encontraron estudios que demostraran ferroptosis neuronal

inducida especificamente por lipopolisacéaridos de bacterias periodontales.

Conclusiones: Los estudios incluidos presentaron una asociacion entre
lipopolisacéaridos e induccién de ferroptosis en neuronas. Sin embargo, se requiere
verificar si los lipopolisacaridos periodontales pueden inducir ferroptosis en
neuronas. Las vias de sefializaciéon analizadas permiten orientar investigaciones

futuras para concluir si esta relacion ocurre.



2. INTRODUCCION

Entre las patologias mas prevalentes de la cavidad oral humana
encontramos la caries dental y las enfermedades periodontales. Una de ellas es la
periodontitis, que estd mediada por una disbiosis bacteriana y la desestabilizacién
de la respuesta inmune del hospedero, generando una disrupcion de la homeostasis
tisular en el periodonto (Frencken y cols., 2017; Bernabe y cols., 2020;
Hajishengallis y Lamont, 2021). La prevalencia mundial ajustada por edad de
periodontitis severa (saco periodontal igual o mayor a 6 mm) fue de 9,8% en
promedio para el afo 2017, lo que representa un aumento de 5,8% desde 1990
(Bernabe y cols., 2020). Ademas, en paises de ingresos medios-bajos estos datos
alcanzan el maximo global, donde el mayor aumento de la prevalencia se registra
en los paises de bajos ingresos econdmicos, y la mayor disminucion en los paises
con ingresos altos, cuya determinacion fue realizada en el mismo periodo (James y
cols., 2018; Bernabe y cols., 2020). Desafortunadamente, en Chile existen pocos
estudios sobre la prevalencia de la periodontitis, y los que estan disponibles
presentan dificultades diagndsticas y metodoldgicas para una valoracion confiable
de estos datos, debido principalmente a las diferencias en las definiciones de caso
(Carvajal, 2016). A pesar de esto, los datos disponibles hasta la fecha y que han
sido utilizados por el Ministerio de Salud (MINSAL), indican que la prevalencia de la
periodontitis (pérdida de insercion clinica mayor a 3 mm) seria de 93,45% y 97,58%
para adultos y personas mayores, respectivamente (Gamonal y cols., 2010;
Carvajal, 2016; MINSAL, 2017); mientras que para la periodontitis severa (pérdida
de insercién clinica igual o0 mayor a 6 mm) se estima que la prevalencia seria de
58,3% y 81,4% para los mismos grupos etarios (Gamonal y cols., 2010; Carvajal,
2016). Es de esperar entonces, que por su prevalencia la periodontitis sea un
problema de salud publica (Carvajal, 2016), que ademas afecta de manera muy
importante la calidad de vida de las personas (Borges y cols., 2013; Buset y cols.,
2016; Graziani y cols., 2019).

Las enfermedades neurodegenerativas, entre las que se encuentra la
Enfermedad de Alzheimer (EA), son caracterizadas por la pérdida progresiva de la

estructura y funcién neuronal (Paula-Lima y cols., 2013). Estas enfermedades se
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han convertido en una prioridad mundial debido al envejecimiento de la poblaciény
la falta de tratamientos efectivos (Norton y cols., 2014; Ray Dorsey y cols., 2018).
En este sentido, la prevalencia mundial de las enfermedades neurodegenerativas
ha ido en aumento (Ray Dorsey y cols., 2018; Liy cols., 2022a), y se preve que esta
tendencia siga para el afo 2050 (Nichols y cols., 2019). Las enfermedades
neurodegenerativas presentan pérdida de las capacidades cognitivas vy
dependencia; y, por ende, la calidad de vida de las personas afectadas y de sus
cuidadores se ve seriamente alterada, constituyendo un problema de salud publica
global (Alzheimer’s Association, 2014, 2022; Nichols y cols., 2022). La inflamacién
juega un papel fundamental en el inicio y la progresion cronica de estas
enfermedades (Heneka y cols., 2015) e interesantemente, algunas enfermedades
inflamatorias, como la periodontitis, pueden representar un factor de riesgo para las

enfermedades neurodegenerativas.

La evidencia actual sugiere que existe una relacion entre la periodontitis
como factor de riesgo, y las enfermedades neurodegenerativas como la EA (Ide y
cols., 2016; Ishida y cols., 2017; Teixeira y cols., 2017; Choi y cols., 2019; Dominy
y cols., 2019). Por esta razén, se hace necesario indagar en todos los posibles
mecanismos involucrados en esta relaciéon. En los Gltimos afios, la ferroptosis - una
forma de muerte celular mediada por hierro — ha sido cada vez mas implicada en
las enfermedades neurodegenerativas (Belaidi y Bush, 2016; Yan y Zhang, 2020;
Zhang y cols., 2020; Jakaria y cols., 2021; Wang y cols., 2022b). Recientemente se
ha descrito que la ferroptosis también podria jugar un rol en el desarrollo de la
enfermedad periodontal (Chen y cols., 2022), y que factores de virulencia
relacionados con las bacterias periodontales podrian inducir procesos ferroptoticos
en el cerebro (You y cols., 2017; Olsen, 2021; Liu y cols., 2023).

Por consiguiente, esta revision sistematica de la literatura se centra en la
busqueda de la evidencia publicada hasta la fecha acerca de los lipopolisacéaridos
de bacterias periodontales como inductores de ferroptosis en las neuronas

del cerebro.



3. MARCO TEORICO
3.1 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad cronica multifactorial asociada con un
biofilm bacteriano disbidtico. Entre sus caracteristicas principales esta la pérdida
progresiva de los tejidos periodontales de soporte, que se manifiesta como pérdida
del nivel de insercion clinica (CAL) y se observa radiograficamente como pérdida de
hueso alveolar; ademas de la presencia clinica de sacos periodontales y sangrado
gingival (Papapanou y cols., 2018; Hajishengallis y cols., 2020). La periodontitis
puede llevar a la pérdida de dientes y con ello deteriorar la funcion masticatoria y la
estética, afectando la calidad de vida de quienes la presentan. Todo esto, junto con
su alta prevalencia, la convierte en un importante problema de salud publica, ya que
participa en una gran parte del edentulismo y disfunciébn masticatoria, resulta en
costos significativos en atencién dental, y tiene un impacto negativo considerable

en la salud general (Papapanou y cols., 2018).

El inicio y desarrollo de la periodontitis es multifactorial, y esta relacionado
principalmente con la microbiota local y la respuesta inmunol6gica del hospedero
(Hajishengallis, 2014). En ella, las citoquinas desempefian un papel muy importante
al ser moduladores clave de la homeostasis y de los procesos inflamatorios (Pan 'y
cols., 2019). Estudios experimentales en modelos animales de periodontitis han
encontrado que la expresion alterada de las citoquinas y sus receptores afecta el
fenotipo de pérdida de hueso alveolar (Alayan y cols., 2007; Eskan y cols., 2012).
Esta respuesta inmune sobreactivada induce un aumento patolégico de la actividad
osteoclastica, y eventualmente la destruccién de los tejidos blandos y duros (Pan 'y
cols., 2019).

Las citoquinas proinflamatorias involucradas en la periodontitis estan
representadas principalmente por las interleuquinas (IL)-1pB, IL-6, IL-17 y el factor de
necrosis tumoral (TNF), las cuales son secretadas durante la periodontitis por
diversas poblaciones celulares locales, ademas de tener efectos en la activacién de
linfocitos y la destruccion de tejidos (Pan y cols., 2019; Diaz-Zufiiga y cols., 2020;
Xuy cols., 2020). Estas citoquinas participan ademas en la induccion de la resorcion
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Osea por la diferenciacion y activacion de osteoclastos mediante el aumento de la
secrecion del ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) de

osteoblastos y osteocitos (Alvarez y cols., 2019; Kitaura y cols., 2020).

Asi, este mecanismo que promueve la secrecion de citoquinas
proinflamatorias y de mediadores de resorcion ésea, junto con la activacion de
metaloproteinasas de la matriz (MMP), resulta en la pérdida del hueso alveolar y del
CAL como parte de la respuesta inmunologica del hospedero a la presencia de una
microbiota oral disbiotica durante la enfermedad periodontal (Xu y cols., 2020). En
ella, la colonizacién por parte de patdgenos claves o keystone como Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis), eleva la patogenicidad de la comunidad bacteriana
presente en el biofilm, induce una disbiosis y con ello la pérdida de la homeostasis
local, gracias a sus factores de virulencia (Hajishengallis y Lamont, 2012;
Hajishengallis y cols., 2012; Alvarez y cols., 2019; Pan y cols., 2019; Diaz-Zufiga y
cols., 2020; Xu y cols., 2020).

Adicionalmente, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans), un periodontopatdgeno Gram (-) al igual que P. gingivalis,
€S un microorganismo que esta presente en las formas mas agresivas de
periodontitis, y ha sido descrito como un potente inmunoregulador del sistema de
defensa periodontal del hospedero y la homeostasis del hueso alveolar (Herbert y
cols., 2016). Se ha observado que A. actinomycetemcomitans presenta una mayor
inmunogenicidad que P. gingivalis (Vernal y cols., 2008), y que ambas bacterias
presentan diversos factores de virulencia que inducen una disbiosis en la microbiota
periodontal, junto con los procesos inflamatorios antes mencionados. Entre sus
factores de virulencia se ha estudiado principalmente la cdpsula, las fimbrias, las

gingipainas, y los lipopolisacaridos (LPS) (Herbert y cols., 2016; Xu y cols., 2020).

3.2 Lipopolisacéaridos

El LPS ha sido identificado como un patron molecular asociado a patégenos
(PAMP), y es un componente mayor de la membrana externa de la pared celular de
bacterias Gram (-) como Escherichia coli (E. coli) y P. gingivalis. Es conocido por su
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toxicidad y por su habilidad para generar respuestas inmunes no deseadas en el
hospedero (Xu y cols., 2020). Esta compuesto por un lipido A, un oligosacarido
central, y un polisacarido O-especifico en su porcion mas externa (Schromm y cols.,
2000). La estructura del lipido A difiere entre cada especie, lo que podria explicar
los distintos mecanismos de reconocimiento del hospedero para cada una de ellas
(Dixon y Darveau, 2005; Xu y cols., 2020). El lipido A genera una respuesta
inflamatoria en las células del hospedero, creando un ambiente favorable para la
existencia de estos patégenos y finalmente la progresion de la enfermedad
periodontal (Herath y cols., 2013). De este modo, las propiedades de virulencia del
LPS de P. gingivalis estan dadas por las diferencias en la estructura de este lipido
A, el cual puede presentar multiples formas dentro de la misma especie, las cuales
determinan la unién y activacion de su LPS a TLRs especificos (Darveau y cols.,
2004; Herath y cols., 2011, 2013; Xu y cols., 2020). Si bien el LPS de P. gingivalis
es similar al de E. coli, el de la bacteria periodontal posee dos variaciones: penta-
acilacion (LPSie90), que es un agonista débil del receptor tipo toll (TLR)-4, y tetra-
acilacion (LPSu43s/1449), que es agonista de TLR2 y antagonista de TLR4 (Curtis y
cols., 2011; Blasi y cols., 2016; Xu y cols., 2020). En este sentido, se ha observado
que LPSa43s5/1449 estimula la expresion de TLR2 en fibroblastos gingivales humanos
(HGF), mientras que LPSie90 lo hace en menor medida. Por otro lado, LPSi69
aumenta significativamente la expresion de TLR4 en HGF, mas no asi LPS1435/1449,
el cual es un antagonista de TLR4 (Darveau y cols., 2004; Herath y cols., 2011; Xu
y cols., 2020). De este modo, se activan distintas vias de sefializacién, y se inician

asi respuestas inmunoldgicas diferenciales (Xu y cols., 2020).

No obstante, la principal via de sefalizacion activada por el LPS de P.
gingivalis aun es controversial, debido a que se ha observado la activacion tanto de
los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) TLR4, como de TLR2 (Darveau
y cols., 2004; Xu y cols., 2020). Se ha observado también que TLR2 es el principal
receptor activado por el LPS de P. gingivalis en macréfagos (Holden y cols., 2014).
Dichos macrofagos pueden expresar un fenotipo especifico llamado M2, asociado
a supresion de la respuesta inflamatoria, remodelacion de tejidos, baja secrecion de
citoquinas proinflamatorias y 6xido nitrico (NO), y mayor secrecidén de citoquinas

antiinflamatorias como IL-10; o bien un fenotipo M1, asociado a mayor secrecion de
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citoquinas proinflamatorias y NO, induccion y mediacién de la respuesta inmune, y
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) (Ho y Sly,
2009; Galliy cols., 2011; Holden y cols., 2014).

Los macrofagos polarizados con el fenotipo proinflamatorio M1 estan
asociados a una mayor sensibilidad al LPS de P. gingivalis, incluso en bajas dosis,
ya que se ha comprobado que aumenta la secrecibn de las citoquinas
proinflamatorias IL-1B e IL-6, y que aumenta la secrecion de TNFa en mayor medida
que el LPS de E. coli a igual concentracion, mediante la activaciéon de TLR2 en
macréfagos M1 (Holden y cols., 2014; W. Xu y cols., 2020).

En resumen, los LPS de bacterias periodontales presentan una gran
capacidad para inducir procesos inflamatorios mediante la activacién de las células
del sistema inmune a nivel local gracias a la activacion de TLR2 y 4, lo cual genera
un ambiente proinflamatorio en las células y los tejidos por la secrecion de

citoquinas proinflamatorias.

3.3 Periodontitis y Enfermedad de Alzheimer

En el Ultimo tiempo, ha surgido un numero creciente de evidencia que
respalda una asociacion entre la periodontitis y la EA (Ide y cols., 2016; Teixeira 'y
cols., 2017; llievski y cols., 2018; Choi y cols., 2019; Diaz-Zudiga y cols., 2019; Hu
y cols., 2020; Xue y cols., 2020; Qian y cols., 2021). La EA, la forma de demencia
mas comun en el mundo, es una enfermedad neurodegenerativa progresiva y mortal
caracterizada por la pérdida de la memoria. La hip6tesis mas aceptada para explicar
su patogénesis es la de la cascada amiloide (Paula-Lima y cols., 2013; Heneka y
cols., 2015; Jakaria y cols., 2021).

La hipotesis de la cascada amiloide describe una acumulacion del péptido B-
amiloide (AB), la cual induce una respuesta inflamatoria microglial M1 que activa los
astrocitos, causando un desequilibrio energético, metabdlico y oxidativo que lleva a
la hiperfosforilacion de la proteina Tau asociada a microtibulos en neuronas
(Heneka y cols., 2015). Este ambiente inflamatorio, donde las microglias activadas

y los astrocitos reactivos producen activamente mediadores proinflamatorios,
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aumenta a su vez la produccion de AB; su acumulacion causa la hiperfosforilacién
de Tau, lo que constituye uno de los marcadores histopatologicos de EA (Paula-
Lima y cols., 2013). La proteina Tau hiperfosforilada forma ovillos neurofibrilares,
que son agregados intraneuronales de filamentos helicoidales de esta proteina,
mientras que el otro marcador histopatolégico, las placas seniles, son agregados
extracelulares compuestos principalmente de AR, rodeados de neuritas distroficas,

microglias activadas y astrocitos reactivos (Paula-Lima y cols., 2013).

Estos hallazgos han dado soporte a la “hipétesis de la neuroinflamacion”, que
enfatiza a las enfermedades sistémicas crénicas de naturaleza inflamatoria como
factores de riesgo significativos para la EA (Henekay cols., 2015). En este contexto,
estudios experimentales relacionan la generacion de moléculas proinflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-8 y TNFa en neuroglias de la corteza cerebral con el deterioro
cognitivo en ratones, indicando que las endotoxinas de periodontopatdgenos como
el LPS de P. gingivalis podrian representar un factor de riesgo para el deterioro

cognitivo (Teixeira y cols., 2017; Zhang y cols., 2018; Qian y cols., 2021).

3.4 Periodontitis y Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas prevalente asociada a la edad (Belaidi y Bush, 2016; Do
Vany cols., 2016; Batista y cols., 2019). Se manifiesta clinicamente como disfuncion
motora, rigidez y bradiquinesia, que pueden estar acompafiadas de deterioro
cognitivo y demencia en las etapas mas tardias (Belaidi y Bush, 2016; Batista y
cols., 2019; Masaldan y cols., 2019). El principal marcador histopatolégico de la EP
es la agregacion de la proteina a-sinucleina en forma de inclusiones citoplasmaticas
conocidas como cuerpos de Lewy, los que se asocian a una pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la substantia nigra (SN), especificamente en una region
productora de dopamina (DA) y rica en hierro conocida como pars compacta (SNpc),
lo que genera un deterioro del sistema dopaminérgico y de las funciones motoras
(Belaidi y Bush, 2016; do Van y cols., 2016; Batista y cols., 2019; Masaldan y cols.,
2019; van Vuuren y cols., 2021). Interesantemente, se ha visto que la

neuroinflamacion puede inducir esta patologia, especificamente mediante el uso de
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LPS, la subsecuente activacion microglial y astrocitica, y la secrecion de citoquinas
proinflamatorias como IL-6, IL-1B y TNFa, lo cual ha sido validado por modelos

experimentales de la EP (Batista y cols., 2019).

En este contexto, algunos grupos de investigacion se encuentran
actualmente estudiando la asociacion entre esta enfermedad y la periodontitis,
aungque hasta ahora no existen resultados concluyentes (Olsen y cols., 2020).
Interesantemente, se asociaron numerosos genes Yy proteinas que estan
involucradas tanto en la periodontitis como en la EP, como los genes tirosina
hidroxilasa (TH) y SLC6A3, y la interaccion entre las proteinas APOE y ABCA1
(Botelho y cols., 2020; Hu y cols., 2022; Wang y cols., 2022c); mientras que otras
revisiones de bases de datos y estudios clinicos observaron una asociacion débil o
no concluyente (Botelho y cols., 2021; Fleury y cols., 2021; Jeong y cols., 2021; Lyra
y cols., 2022). Sin embargo, lo que si se ha podido demostrar es que la alta
prevalencia de periodontitis en pacientes con EP se debe a que el deterioro y
disfuncion motoras dificulta los habitos de higiene oral y empeora el estado de salud

periodontal (Lyra y cols., 2020).

La EP, asi como la EA, es una enfermedad neurodegenerativa asociada a la
edad con neuroinflamacion y agregacion anormal de proteinas, que comparte un
fuerte componente inflamatorio al igual que con la periodontitis. Sin embargo, se
requiere indagar en todos los posibles mecanismos involucrados para esclarecer

una posible asociacion entre la EP y esta enfermedad periodontal.

3.5 Ferroptosis

La muerte celular de las neuronas juega un rol crucial en enfermedades
neurodegenerativas como en la EA y EP; sin embargo, a pesar de décadas de
investigacion, los mecanismos subyacentes a la muerte neuronal no se conocen
completamente aun (Chiy cols., 2018; Mouijalled y cols., 2021). Recientemente, en
la literatura cientifica ha emergido un nimero creciente de evidencia que sustenta
el papel de la desregulacion del metabolismo del hierro a nivel intracelular como un

factor crucial en el inicio y progresion de enfermedades neurodegenerativas como
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la EAyla EP (Urrutiay cols., 2014; Belaidi y Bush, 2016; Yan y Zhang, 2020; Gleitze
y cols., 2021). Debido a la capacidad del hierro de aceptar y donar electrones
mediante la reaccion de Fenton y, por lo tanto, contribuir a la produccion de ROS,
una sobrecarga de hierro puede ser toxica para la célula, ya que los niveles
excesivos de ROS pueden dafar las proteinas celulares, &cidos nucleicos y lipidos
(Halliwell, 2006). En consecuencia, se ha descrito que la acumulacién de hierro, asi
como el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica, estan asociados con muchos
trastornos neurodegenerativos y se correlacionan con una disminucion de las
funciones cognitivas y la progresion de la enfermedad (Pratico y Sung, 2004; Berg
y Youdim, 2006; Smith y cols., 2010; Ayton y cols., 2020). Curiosamente, la
desregulacion del hierro y la oxidacion de lipidos son caracteristicas clave de un
nuevo mecanismo de muerte celular llamado ferroptosis (Dixon y cols., 2012; Chen
y cols., 2020; Mao y cols., 2020; Gleitze y cols., 2021).

La ferroptosis es una forma de muerte celular programada dependiente de
hierro caracterizada por la acumulacion de peroxidos lipidicos, estrés oxidativo,
agotamiento del antioxidante enddégeno glutation (GSH), cambios morfolégicos de
la mitocondria y actividad aumentada de la enzima lipoxigenasa (LOX) (Dixon y
cols., 2012; Belaidi y Bush, 2016; Mao y cols., 2020; Jakaria y cols., 2021). Existe
una gran variedad de proteinas involucradas en el control de la ferroptosis por su
accion sobre el metabolismo del hierro y la peroxidacion lipidica. Entre ellas, la
enzima glutation peroxidasa (GPX4) juega un papel clave en la regulacion de la
ferroptosis por su capacidad Unica para reducir los perdxidos lipidicos de manera
GSH dependiente (Cheny cols., 2020; Tang y Kroemer, 2020; Shiy cols., 2021). La
ferroptosis puede ser activada por una via extrinseca (tipo 1), que involucra el
aumento de la actividad de los transportadores de hierro o la inhibicion del sistema
antiporte de aminoacidos Xc; 0 por una via intrinseca (tipo 2), en la que hay una
disminucién en las concentraciones de GSH o de la actividad de las enzimas

antioxidantes como GPX4 (Figura 1) (Tang y Kroemer, 2020; Jakaria y cols., 2021).

La via extrinseca es comunmente iniciada por compuestos como erastina,
glutamato o sorafenib, los cuales inhiben el sistema antiporte glutamato/cisteina Xc’

, resultando en un agotamiento de la cisteina intracelular necesaria para la
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biosintesis de GSH y, en consecuencia, en una reduccioén de las concentraciones
de GSH (Dixon y cols., 2014; Yang y Stockwell, 2016; Chen y cols., 2020; Tang y
Kroemer, 2020; Shiy cols., 2021; Yuan y cols., 2021). Mientras que la via intrinseca
puede ser inducida usualmente por el reactivo letal Ras-selectivo 3 (RSL3), que
inhibe la actividad de la GPX4, lo que incrementa los productos de la peroxidacion
lipidica que alteran la estructura de la bicapa lipidica de la membrana celular,
induciendo muerte celular (Figura 1) (Seiler y cols., 2008; Yang y cols., 2014; Yang
y Stockwell, 2016; Tang y Kroemer, 2020).

Ademas, la desregulacion de las proteinas transportadoras de hierro como el
receptor de transferrina 1 (TfR1), el transportador de metales divalentes 1 (DMT1)
y la proteina reguladora de hierro 2 (IRP2), esta implicada en la muerte celular
ferroptética por el aumento del ingreso de hierro a la célula (Tang y cols., 2018; Liy
cols., 2020). Adicionalmente, la ferritinofagia, un proceso mediante el cual los
lisosomas degradan la proteina almacenadora de hierro ferritina, y que es
dependiente de un receptor cargo selectivo conocido como receptor coactivador
nuclear 4 (NCOA4), produce un incremento en el pool del hierro labil (LIP) y, por
ende, ha sido asociado con la induccién de ferroptosis y con la neurodegeneracion
(Hou y cols., 2016; Tang y cols., 2018; Del Rey y Mancias, 2019).

Por otro lado, distintos agentes farmacologicos han sido utilizados para inhibir
la ferroptosis, tanto a nivel del metabolismo del hierro como es el caso del quelante
de hierro deferoxamina (DFO), como a nivel de las ROS lipidicas como ocurre con
liproxstatina-1 y ferrostatina-1 (Dixon y cols., 2012; Yang y Stockwell, 2016; Cheny
cols., 2020; Jiang y cols., 2021).
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Figura 1. Vias de sefializacion involucradas en la ferroptosis. La ferroptosis puede ser
inducida por dos vias principales: la via extrinseca o dependiente transportes (por ejemplo, la
inhibicién del sistema antiporte X¢, o la activacion de transportadores de hierro) y la via intrinseca
0 dependiente de enzimas (por ejemplo, la disminucién de la concentracién de GHS o de la
actividad de enzimas antioxidantes como GPX4). El ingreso de hierro (Fe3+) al citoplasma es
mediado por TfR1. En el citoplasma, el hierro (Fe2+) induce la generacién de ROS,
especificamente radicales hidroxilos, mediante la reaccion de Fenton, que promueve la
peroxidacion lipidica, o actia como un cofactor en la via de la LOX; ambas vias inducen la
acumulacion de peréxidos lipidicos y resultan en la muerte celular ferroptética. Los inductores e
inhibidores de ferroptosis se muestran en rojo y verde, respectivamente. DMT1: Transportador
de Metales Divalentes 1; STEAP3: Antigeno Prostatico Epitelial 6-Transmembrana 3; IRE:
Elemento Sensible a Hierro; IRP: Proteina Reguladora de Hierro; NCOA4: Receptor Coactivador
Nuclear 4; VDAC: Canal Aniénico Dependiente de Voltaje; FPN: Ferroportina; ACSL4: Miembro
de la Familia de la Cadena Larga de Acil-CoA Sintetasa 4; PUFA: Acidos Grasos Poliinsaturados;
NRF2: Factor 2 Relacionado con el Factor Nuclear Eritroide 2; GSH: Glutation; Se: Selenio; FSP1:
Proteina Supresora de Ferroptosis 1; RSL3: Reactivo Letal Ras-selectivo 3; FIN56: Inductor de
Ferroptosis 56 (Gleitze y cols., 2021).

3.6 Ferroptosis y Enfermedades Neurodegenerativas

Como se abordo anteriormente, la evidencia reciente sugiere que la
ferroptosis es una forma de muerte celular significativa en varias patologias
neurodegenerativas (Belaidi y Bush, 2016; Del Rey y Mancias, 2019; Gleitze y cols.,
2021; Jakaria y cols., 2021), ya que las ROS vy el estrés oxidativo (Bhatt y cols.,
2020), la acumulacion de hierro, la reduccion de los niveles de GSH y GPX4, y el
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incremento de la peroxidacion lipidica han sido observadas en una gran cantidad de
procesos neurodegenerativos (Ward y cols., 2014; Belaidi y Bush, 2016; Tang y
cols., 2018; Del Rey y Mancias, 2019; Masaldan y cols., 2019; Li y cols., 2020;
Gleitze y cols., 2021; Jakaria y cols., 2021).

Interesantemente, estudios experimentales realizados en ratones knockout
para GPX4 mostraron desregulacion del hierro, peroxidacion lipidica elevada
demostrada por un aumento en los niveles de los productos proteicos de 4-
hidroxinonenal (4-HNE), e inflamacién, junto con disfuncion conductual y
neurodegeneracion del hipocampo (Hambright y cols., 2017). En esta misma linea,
se ha observado una acumulaciéon de metales como Fe?* en la proximidad de los
agregados de AB y Tau, y se ha establecido que ademas de generar ROS,
promueven la agregacion de AB y la fosforilacion de Tau (Belaidi y Bush, 2016; Bhatt
y cols., 2020). Interesantemente, otro estudio también describié que los agregados
de AP se co-localizan con el hierro, generando ROS (Huang y cols., 1999; Thirupathi
y Chang, 2019) que propician la peroxidacion lipidica en la membrana plasméatica y
aumentan la produccion de 4-HNE, subproducto de la peroxidacién lipidica que
ocurre durante la ferroptosis (Mark y cols., 1997; Reed y cols., 2009). La unién de
4-HNE a proteinas altera sus funciones en la comunicacion neuronal, el
metabolismo energético y los mecanismos de defensa antioxidantes (Reed y cols.,
2009). Ademas de lo antes descrito, la ferroptosis esta caracterizada por una
morfologia mitocondrial alterada, como la ruptura de la membrana externa,
disminucién del volumen mitocondrial, y densidades condensadas de su membrana
(Gao y cols., 2019; Wang y cols., 2020). Esto se asocia al deterioro mitocondrial, el
cual posee un papel fundamental en los procesos de neurodegeneracion (Monzio

Compagnoni y cols., 2020).

Antes de la aparicion del concepto de ferroptosis el afio 2012 (Dixon y cols.,
2012), se realiz6 un estudio clinico en pacientes con EA gue concluy6 que el uso
del quelante de hierro DFO ralentiza la progresion de los signos clinicos de EA, en
relacion con aquellos que se les administré un placebo o que no recibieron
tratamiento (Crapper McLachlan y cols., 1991). Mientras, en la evidencia reciente,

son cada vez mas los estudios que demuestran una posible participacion de la
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ferroptosis en el inicio y progresion de la EA mediante la observacion de distintos
marcadores de ferroptosis en modelos de EA. En este sentido, se ha observado una
sobrecarga de hierro en el cerebro de pacientes con EA (Smith y cols., 2010;
Abdalkader y cols., 2018; Yan y Zhang, 2020), disfuncién mitocondrial (P. J. Urrutia
y cols., 2014), niveles elevados de peroxidacion lipidica en tejido cerebral de
pacientes con EA (Bradley-Whitman y Lovell, 2015; Abdalkader y cols., 2018; Qu y
cols., 2020), y reduccion de los niveles de GSH y de la actividad de GPX4,
considerada la principal reguladora de ferroptosis (Yan y Zhang, 2020) y cuyo
agotamiento se relaciona con deterioro cognitivo y neurodegeneracion (Fernandez-
Mendivil y cols., 2021). En la misma linea, los niveles de ferritina en el liquido
cerebroespinal (CSF) sirven como un marcador predictivo para EA (Ayton y cols.,
2015); y el incremento en la peroxidacion lipidica se correlaciona positivamente con
una declinacién en las funciones cognitivas en EA (Pratico y Sung, 2004). Ademas
de esto, se ha reportado tanto en modelos de EA como en humanos y ratones
seniles, una desregulacion del factor de transcripcion de la respuesta antioxidante
conocido como factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), que
regula positivamente la expresion de la subunidad XCT del sistema Xc vy los niveles
de GSH, aumenta la secrecién de glutamato, reduce la sensibilidad celular a la
ferroptosis, y presenta como blanco a los genes Ngo1l, que codifica para NAD(P)H
qguinona oxidorreductasa 1 (NQO1) y HMOX1 que codifica para hemoxigenasa 1
(HO-1), entre otros (Qiang y cols., 2020; Qu y cols., 2020; Song y Long, 2020).
Todos estos numerosos antecedentes nos llevan a considerar a la ferroptosis como
una via de interés importante para el entendimiento del inicio, progresion y blancos
terapéuticos de la EA, estrechamente relacionada con la generacion de ROS (Yan
y Zhang, 2020).

Por otra parte, distintos estudios han demostrado que la ferroptosis ocurre en
el desarrollo de la EP. En un estudio experimental, se observé la induccion de
ferroptosis tras la administracion de citrato de amonio férrico (FAC) en ratones y en
una linea celular dopaminérgica, de forma separada de la apoptosis en etapas mas
iniciales de esta enfermedad (Zhang y cols., 2020). Otro estudio demostro la
presencia de ferroptosis en modelos experimentales in vivo e in vitro de EP, la cual

pudo ser inhibida por ferrostatina-1 (do Van y cols., 2016). Ademas, se ha visto que



14

la participacion de la ferroptosis en esta enfermedad puede estar relacionada con
marcadores comunes, como el aumento del estrés oxidativo y la peroxidacion
lipidica, la disminucién de GSH, y la acumulacion de hierro labil, lo cual a su vez
esta asociado con un aumento en la agregacion de a-sinucleina, que presenta un
elemento sensible a hierro (IRE) en su ARNm que aumenta su traduccion, por lo
que la interaccion entre el hierro y a-sinucleina podrian ser una via comuan entre la
ferroptosis y la EP (Guiney y cols., 2017). La inflamacion, mediante la accidén de
citoquinas proinflamatorias, también participa en la desregulacion del metabolismo
del hierro aumentando los niveles de DMT1 y disminuyendo los del exportador de
hierro ferroportina 1 (Fpnl), resultando en acumulacién de hierro (Urrutia y cols.,
2013; Wang y cols., 2013). Esta acumulacion de hierro relacionada con la
desregulacion de las proteinas asociadas a su metabolismo como Fpnly DMT1, la
generacion de estrés oxidativo y peroxidacion lipidica, y la interaccién entre el hierro
y la sintesis y agregacién de a-sinucleina fundamentan la participacion de la

ferroptosis en el desarrollo de la EP (Guiney y cols., 2017; Masaldan y cols., 2019).

3.7 LPS, ferroptosis y la neurodegeneracion

Interesantemente, se ha observado que un factor que puede inducir procesos
ferroptoticos en células del sistema nervioso central (CNS) es la inflamacion, y
especificamente aquella estimulada por la accién de LPS (Mao y cols., 2020;
Ferndndez-Mendivil y cols., 2021). En este sentido, se ha demostrado que estimulos
inflamatorios como LPS inducen la sintesis de hepcidina, una hormona peptidica
antimicrobial que inhibe al Unico exportador de hierro Fpnl mediante su
internalizacién y degradacion (Nemeth y cols., 2004; Wang y cols., 2008; Urrutia y
cols., 2013). Al ser un regulador negativo de la liberacion de hierro, la hepcidina
representa un papel clave en la homeostasis del hierro ante estimulos inflamatorios
(Nemeth y cols., 2004; You y cols., 2017). Si bien esta hormona es expresada
predominantemente en el higado, se ha detectado en distintas regiones del cerebro
como la corteza y el hipocampo (Zechel y cols., 2006; You y cols., 2017), donde se

ha demostrado que genera una sobrecarga de hierro resultante de la disminucion
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de Fpnl por inyeccion lateral cerebral ventricular de hepcidina en ratones (Wang y
cols., 2010; You y cols., 2017).

Concordantemente, en modelos experimentales se ha demostrado que el
LPS induce una respuesta proinflamatoria en microglias de corteza e hipocampo
murinos, las cuales mediante la secrecion de mediadores proinflamatorios como
TNFa e IL-6 activan el eje IL-6/STAT3 en astrocitos, en el cual la sefializacion de IL-
6 resulta en la fosforilacion del factor transductor de sefial activador de transcripcion
3 (STATS3), que promueve la transcripcion del gen que codifica para hepcidina (You
y cols., 2017). Esto se traduce en un aumento en la expresion de hepcidina que
resulta en una acumulacion intracelular de hierro en neuronas por inhibicion de
Fpnl, causando la muerte de las neuronas (You y cols., 2017). Esta expresion
aumentada de hepcidina también se ha visto en neuronas mediante la activacion
del eje IL-6/STAT3 por la inflamacion microglial inducida por LPS (Wang y cols.,
2008; Qian y cols., 2014); sin embargo, la sensibilidad a LPS e IL-6 de las neuronas
en cuanto a la expresion de hepcidina pareciera ser menor que en astrocitos (Ma 'y
cols., 2018).

Estas observaciones se ven respaldadas por otros estudios experimentales
en ratones donde se vio que el LPS provoca una desregulacién de los mecanismos
de homeostasis del hierro a través de la via Nrf2/HO-1 de microglias, generando un
aumento del LIP, lo que a su vez desencadena estrés oxidativo, ferroptosis y
deterioro cognitivo (Ferndndez-Mendivil y cols., 2021). Este proceso se vio
acompafiado de un fenotipo proinflamatorio en microglias, de manera similar a lo
observado en la neuroinflamacion inducida por el LPS de A.
actinomycetemcomitans mediante la activacion de los receptores TLR2 y/o TLR4,
activando el desarrollo de un fenotipo microglial proinflamatorio M1 y, por ende, un
aumento en la produccion de IL-18, IL-6 y TNFa (Diaz-Zuaiiga y cols., 2019), lo que
permitiria asociar elementos en comun con la neuroinflamacién inducida por LPS

de origen periodontal.

Por otra parte, el LPS de P. gingivalis genera disfuncion mitocondrial,
produccion aumentada de ROS y estrés oxidativo en fibroblastos (Bullon y cols.,

2011). Interesantemente, un aumento prolongado de ROS puede generar
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agotamiento de la via antioxidante cisteina-GSH-GPX4 (Dixon y Stockwell, 2014;
Yang y cols., 2014; Stockwell y cols., 2017; Amaral y cols., 2019; Gao y cols., 2019;
Zhuy cols., 2019; Mao y cols., 2020); una via crucial de la muerte ferroptotica (Yan
y Zhang, 2020). En adicién, se ha visto que los efectos negativos del LPS sobre el
deterioro cognitivo, la acumulacion de hierro y la neuroinflamacion en el hipocampo
se ven atenuados por el quelante de hierro DFO, el cual podria tener un efecto
neuroprotector ante la neuroinflamacion inducida por LPS (Zhang y cols., 2015).
Esto se hace de especial interés cuando consideramos la evidencia que demuestra
la presencia de P. gingivalis en CSF y cerebro de pacientes con EA,
especificamente en hipocampo y corteza, acompafiado de un aumento del estrés

oxidativo y de marcadores de EA (Dominy y cols., 2019; Parra-Torres y cols., 2021).

En este contexto, donde ya conocemos la relacion entre la periodontitis como
enfermedad crénica inflamatoria y la EA, y a la ferroptosis como posible mecanismo
involucrado en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, al mismo tiempo
gue ambas enfermedades han sido estrechamente relacionadas con la generacion

excesiva de ROS/RNS, nos planteamos la siguiente pregunta:

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Pueden los lipopolisacaridos de las bacterias Porphyromonas gingivalis o
Aggregatibacter actinomycetemcomitans presentes en la periodontitis
participar en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas mediante la

induccion de ferroptosis en neuronas en el cerebro?

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar, mediante el analisis cualitativo de la literatura disponible, si los
lipopolisacaridos de los periodontopatogenos P. gingivalis o A.
actinomycetemcomitans pueden inducir ferroptosis en neuronas, estableciendo asi
la participacion de este mecanismo en la relacién existente entre las enfermedades

neurodegenerativas y la periodontitis.
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6. METODOLOGIA

El presente estudio consiste en una revision sistematica cualitativa, la cual
se elaboro siguiendo el diagrama de flujo de la Declaracién de items Preferidos para
Reportes para Revisiones Sisteméticas y Metaanalisis (PRISMA) de 2020 (Page y
cols., 2021), para responder a nuestra pregunta de investigacion en base a la

estructura PICoR:

e Poblacion (P): Cultivos y/o lineas celulares de cerebro, modelos animales

para experimentacion y humanos.

e Intervencion (I): Exposicion a periodontopatégenos como P. gingivalis, A.

actinomycetemcomitans, o a LPS.

e Comparacion (Co): Cultivos y/o lineas celulares de cerebro, modelos
animales para experimentacibn y humanos no expuestos a
periodontopatdgenos ni LPS, o que no expresan marcadores o vias de
sefalizacion de neuroinflamacién, de ferroptosis o de la respuesta

antioxidante.

e Resultado (R): Secrecion de mediadores proinflamatorios, secrecion de
hepcidina, acumulacién de hierro, generacién de ROS, peroxidacion lipidica,
desarrollo de ferroptosis en neuronas asociado a neurodegeneracion y sus

marcadores celulares y moleculares respectivos.

6.1 Criterios de elegibilidad de estudios

Criterios de inclusion: estudios experimentales in vivo e in vitro, ensayos
clinicos, estudios observacionales de cohorte y de caso y control, reportes de casos
y literatura gris, que incluyan palabras clave y cumplan con los criterios de
basqueda. No hubo limite de afio para la inclusion de estudios, y fueron

seleccionados estudios en idioma inglés, espafiol y portugués.

Criterios de exclusion: estudios que involucren neuroinflamacion no

inducida por LPS, estudios que involucren ferroptosis en células o tejidos distintos
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a aquellos del cerebro, revisiones sisteméticas con y sin metaanalisis, y

publicaciones en idiomas distintos al inglés, espafiol o portugués.

6.2 Estrategias de busqueda
6.2.1 Busqueda electronica

Las bases de datos utilizadas para la busqueda fueron MEDLINE/PubMed,
Web of Science (WoS), Scopus, y BVS/LILACS, utilizando para cada base de datos
dos motores de busqueda, uno basado en términos MeSH y otro simplificado en
lenguaje comun de manera complementaria. De esta blsqueda se reportaron los

estudios encontrados hasta el 15 de diciembre de 2022.

Palabras clave: neurons, periodontitis, lipopolysaccharides, porphyromonas
gingivalis, aggregatibacter actinomycetemcomitans, ferroptosis, iron, reactive
oxygen species, oxidative stress, lipid peroxidation, hepcidin, alzheimer disease,

neurodegeneration.

A continuacion, se detallan los motores de busqueda utilizados basados en

la poblacion, la exposicion y el resultado.

MEDLINE/PubMed: (Neurons[MeSH Terms]) AND (periodontitisifMeSH
Terms] OR  lipopolysaccharidesiMeSH  Terms] OR  "porphyromonas
gingivalis"[MeSH Terms] OR "aggregatibacter actinomycetemcomitans"'[MeSH
Terms]) AND (ferroptosis[MeSH Terms] OR iron[MeSH Terms] OR "reactive oxygen
species'[MeSH Terms] OR ‘'"oxidative stress'[MeSH Terms] OR “lipid
peroxidation'[MeSH Terms] OR hepcidins[MeSH Terms] OR "alzheimer

disease"[MeSH Terms] OR "neurodegenerative diseases"[MeSH Terms])

Scopus: TITLE-ABS-KEY(Neurons) AND TITLE-ABS-KEY (periodontitis OR
lipopolysaccharides OR "porphyromonas gingivalis® OR "aggregatibacter
actinomycetemcomitans”) AND TITLE-ABS-KEY (ferroptosis OR iron OR "reactive
oxygen species" OR "oxidative stress" OR "lipid peroxidation" OR hepcidin OR

"alzheimer disease" OR neurodegeneration)
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WoS: TS=(Neurons) AND TS=(periodontitis OR lipopolysaccharides OR
"porphyromonas gingivalis" OR "aggregatibacter actinomycetemcomitans”™) AND
TS=(ferroptosis OR iron OR "reactive oxygen species” OR "oxidative stress" OR

“lipid peroxidation" OR hepcidin OR "alzheimer disease" OR neurodegeneration)

BVS/LILACS: (Neurons) AND (periodontitis OR lipopolysaccharides OR
"porphyromonas gingivalis" OR "aggregatibacter actinomycetemcomitans”) AND
(ferroptosis OR iron OR "reactive oxygen species" OR "oxidative stress" OR "lipid

peroxidation" OR hepcidin OR "alzheimer disease" OR neurodegeneration)

De manera complementaria, se utilizd el segundo motor de busqueda en
lenguaje comun en las mismas bases de datos. Al ser simplificado, permitié la
inclusion de resultados pertinentes que no habian sido encontrados en la busqueda
principal debido a la gran variabilidad en las palabras clave ingresadas para estudios
de un mismo tema. Este motor fue: (lipopolysaccharides) AND (ferroptosis OR iron)

AND (neurodegenerative diseases OR alzheimer disease).

6.2.2 Busqueda de otras fuentes

Se llevo a cabo una revision manual de las referencias bibliogréaficas de los
estudios encontrados para buscar articulos de interés que podrian no haber sido

encontrados mediante la estrategia de busqueda en las bases de datos.

6.3 Recopilacion de datos y analisis de los estudios
6.3.1 Seleccién de estudios

Para seleccionar los estudios, se utilizo la plataforma Rayyan® - Intelligent
Systematic Review con el fin de eliminar los estudios duplicados en la busqueda,
para luego seleccionar cada estudio segun titulo y resumen, siguiendo el diagrama
de flujo PRISMA a través de esta misma plataforma. Luego de esta primera
seleccidn, los articulos incluidos fueron descargados e ingresados a una planilla

Excel® para evaluar su texto completo. Posteriormente, se hizo una revision manual
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de referencias en la bibliografia de estos articulos para encontrar mas publicaciones
pertinentes. A los estudios seleccionados se aplicaron los criterios de elegibilidad,
mientras que aquellos que generaron dudas en su seleccion fueron discutidos entre

el autor y sus tutoras.

6.3.2 Extracciéon de datos

Luego de la seleccidn de los estudios, se extrajo la informaciéon de su texto
completo para organizarla en la planilla de Excel®, utilizando un formulario
adaptado al estudio basandose en el Manual Cochrane de Revisiones Sistematicas
de Intervenciones, version 5.1 (Higgins y Green, 2011), para luego llevar a cabo el

analisis cualitativo de los datos extraidos.

6.3.3 Analisis del riesgo de sesgo de los articulos seleccionados

Para los estudios experimentales en modelos animales, fue usada la
herramienta Systematic Review Center for Laboratory animal Experimentation
(SYRCLE), derivada de la herramienta de evaluacion de riesgo de sesgo de
estudios clinicos aleatorizados de Cochrane (Hooijmans y cols., 2014), que posee
una escala de 10 items relacionados con 6 tipos de sesgo, que son: seleccion,
desemperio, deteccion, desercion, reporte, y otros sesgos. Cada uno de ellos
contiene diferentes preguntas de sefalizacion que aportan en el proceso de juicio
del estudio. Las respuestas posibles para cada una de estas preguntas fueron: Si,
cuando la pregunta fue respondida de manera adecuada; POCO CLARO, cuando
no hubo informacion suficiente para responder la pregunta; y NO, cuando la
pregunta no fue respondida. Luego, el tipo de sesgo fue evaluado como alto,
moderado o bajo dependiendo del resultado en cada dominio (Hooijmans y cols.,
2014).
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7. RESULTADOS
7.1 Descripcion de los estudios seleccionados

La busqueda de estudios realizada en las bases de datos MEDLINE/PubMed,
Scopus, WoS y BVS/LILACS arroj6 un total de 3.468 resultados, los cuales fueron
ingresados a la plataforma Rayyan® - Intelligent Systematic Review, tras lo que
1.681 estudios duplicados fueron eliminados. Posteriormente, en la misma
plataforma se reviso el titulo y el Abstract de los 1.787 resultados Unicos restantes,
de los cuales 24 cumplieron con los criterios de elegibilidad y fueron incluidos para
revision del texto completo. Estos 24 resimenes seleccionados inicialmente fueron
revisados en detalle con su texto completo, y ordenados en una tabla Excel®, tras
lo cual 18 fueron seleccionados y 6 excluidos. El total de 1.769 estudios que fueron
excluidos se debi6é principalmente a que no cumplieron con los criterios de
elegibilidad establecidos, ya sea porque no estudiaron la muerte celular asociada a
desregulacion del metabolismo del hierro o ferroptosis, por haber sido realizados en
poblaciones celulares que excluyeron neuronas, haber realizado intervenciones que
no utilizaron LPS en neuronas, glias o tejido cerebral, o por ser revisiones de la

literatura.

Posterior a esta seleccion, se realiz6 una biusqueda manual de estudios en
las listas de referencias de los estudios previamente seleccionados en la busqueda
electronica. Un total de 3 estudios (Wang y cols., 2008; Huo y cols., 2018; Chu y
cols., 2022) fueron seleccionados e ingresados a la tabla Excel®, y se procedi6 a la
revision detallada de su texto completo, tras lo cual estos 3 fueron incluidos (Figura
2).
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Publicaciones
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= Estudios incluidos en la sintesis =0)
B de la revision sistematica <
2 cualitativa
IS (n=21)

Figura 2. Diagrama de flujo PRISMA parala busqueday seleccion de estudios.
(Page y cols., 2021). Traduccién y adaptacién propia.

Luego de esta evaluacion detallada del texto completo de todas las
publicaciones seleccionadas que fueron obtenidas mediante la busqueda
electrénica y manual, se incluyd para la sintesis de esta revisidn sistematica
cualitativa un total de 21 estudios (Figura 2). Todos los estudios seleccionados
corresponden a ensayos experimentales, de los cuales 10 fueron realizados in vivo
en animales (Zhang y cols., 2005, 2012, 2015, 2017; Wang y cols., 2008; Tripathi y
cols., 2017; Huo y cols., 2018; Sharma y Nehru, 2018; Fernandez-Mendivil y cols.,
2021; Liy cols., 2022c), 6 fueron realizados in vitro en cultivos celulares (Imy cols.,
2006; Urrutia y cols., 2013; Wang y cols., 2013; Ma y cols., 2018; Pandur y cols.,
2019; Yauger y cols., 2019), y 5 in vivo e in vitro (Qian y cols., 2014; Zhang y cols.,
2014; You y cols., 2017; Liu y cols., 2018; Chu y cols., 2022). De los 6 estudios
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previamente excluidos, 4 no evaluaron el efecto directo o indirecto de LPS sobre la
desregulacion del metabolismo del hierro en neuronas (Gunesch y cols., 2020;
Maher y cols., 2020; Shin y cols., 2020; Wang y cols., 2022a); 1 no utilizé LPS, y
aunque si bien us6 un modelo de periodontitis inducida, tampoco evalu6 la
desregulacion del metabolismo del hierro en neuronas inducida por éste (Kose y
cols., 2021); y 1 estudio no mostro los resultados de ninguno de los experimentos
mencionados en la seccidén “Materiales y métodos”, describiendo otros totalmente
distintos (Shiy Chen, 2017).

Entre todos los hallazgos reportados, no se encontraron publicaciones de
estudios originales que evaluaran los mecanismos de muerte neuronal ferroptética
especificamente con los LPS de bacterias periodontopatégenas como P. gingivalis
0 A. actinomycetemcomitans. En su lugar, los estudios utilizaron el LPS de E. coli,
o bien de origen bacteriano no especificado en el caso de 12 estudios, que son los
de Wang y cols., 2008, 2013; Zhang y cols., 2012, 2014, 2015; Qian y cols., 2014;
Youy cols., 2017; Huo y cols., 2018; Liu y cols., 2018; Ma y cols., 2018; Chu y cols.,
2022; Liy cols., 2022.

A continuacion, en la tabla 1 se presenta la extraccién de datos P.l.Co.R. de

estudios experimentales in vivo e in vitro.
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Tabla 1. Extraccion de datos P.I.C.O.R. de estudios experimentales in vivo e in vitro

Referenci pbdel
a Titulo experiment | Poblacion Intervencion Comparacion Resultados
al
In Vivo Ratones No cumple criterios | No cumple criterios (’:Irﬁ;rli‘lorzpcﬁ
C57BL/6 de elegibilidad de elegibilidad oo
elegibilidad
LPS disminuyé
viabilidad celular;
aumenté los
Sgliy Acetaminophen alleviates ferroptosis in mice with sepsis- Cult nl\{e,IeS d%hl'erro,
N associated encephalopathy via the GPX4 pathwa: utivos ici6 estres oxidativo €
2022 phalopathy P y celulares de Ex?gzltgfzgaléﬁs Cultivos celulares inflamacion; e
In vitro linea . ' no expuestos a indujo ferroptosis
: Sigma, USA) o 4 ]
hipocampal RSL3 LPS en células HT22;
HT22 lo cual fue
mitigado por
APAP por
regulacion de la
via GPX4
LPS induce
desregulacién del
metabolismo del
. Ratones . ;
Fernande - hierro, ferroptosis
adultos y Inyeccion . )
& Protective role of microglial HO-1 blockade in aging: envejecidos | intraperitoneal de SEUDTES SEMELES APy
Mendivil y D : . : In vivo X a inyeccion salina cognitivo
cols Implication of iron metabolism WTy LPS de E. coli intraperitoneal dependiente de
. HMOX1M- | serotipo 0127:B8 P pendi
2021 KO la actividad de

HO-1 en cerebro
de ratones
envejecidos
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LPS induce
deterioro en la
capacidad
motora,
disminucién de
Huoy : . . : L Ratas Inyeccién lateral de | Ratas sometidas a neuronas
LPS induces dopamine depletion and iron accumulation in . ) ., ; S
cols., o . L In vivo Sprague- LPS en globus inyeccion salina | dopaminérgicas y
substantia nigra in rat models of Parkinson's disease . .
2018 Dawley pallidus lateral de dopamina,
aumento de la
proliferacion de
microglias, y
acumulacion de
hierro en SNpc
C_ultlvc_)s Cultivos no LPS induce
primarios
] expuestos a LPS | muerte neuronal,
mixtos de f
s y/o cloruro de agotamiento de
corteza de Exposicion a LPS hierro (II): GSH. v aumento
Imy cols., | Cyclooxygenase-2-dependent neuronal death proceeds via . ratones ICR | de E. coli 0127, B8 ' Y
; X . In vitro ; expuestos a de LPO por
2006 superoxide anion generation y cultivos y/o a cloruro de S
neuronales hierro (I1) e_lntl_())_(ldantes N "?‘“mef‘t_o de la
rimarios de inhibidores de citotoxicidad de
P ratones COX-2; cultivos de | Fe?* dependiente
COX-2-/- neuronas COX-2-/- | de COX-2 y ROS
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Liy cols.,
2022c

The Ferroptosis Inhibitor Liproxstatin-1 Ameliorates LPS-
Induced Cognitive Impairment in Mice

In vivo

Ratones
C57BL/6

Inyeccion
intracerebroventric
ular de LPS

Ratones sometidos
a inyeccién
intracerebroventric
ular de aCSF

LPS induce
neuroinflamacion
, deterioro
cognitivo,
acumulaciéon de
Fe2*, aumento de
marcadores de
ferroptosis, y del
dafio y muerte
neuronal en
hipocampo,
mitigados por el
inhibidor de
ferroptosis
liproxstatina-1

Liuy
cols.,
2018

S-Nitrosylation of Divalent Metal Transporter 1
Enhances Iron Uptake to Mediate Loss
of Dopaminergic Neurons and Motoric Deficit

In vivo

Ratones
C57BL/6 WT
y ratones
transgénicos
para DMT1

Inyeccién Unica de
LPS en SNpc

Ratones sometidos
a inyeccion salina
en SNpc

LPS induce
déficit motor, un
aumento de los
niveles de hierro
|abil y de estrés

oxidativo, de
activacion de
microglias, y de
muerte de
neuronas
dopaminérgicas
en SN por S-
nitrosilacion de
DMT1 mediante
NO

In vitro

Cultivos de
lineas
celulares
HEK293y
SH-SY5Y

Donantes de NO
NOC-18y cysNO

Cultivos celulares
no expuestos
donantes de NO

DMT1 puede ser
S-nitrosilado por
NO, lo cual
aumenta su
actividad
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LPS induce
Cultivos desregulacién de
. . Fpnl por
primarios de aumento de la
May Different Characteristics of Hepcidin Expression in IL-6+/+ neuronas y : .
. ; . Cultivos no expresion de
cols., and IL-6-/- Neurons and Astrocytes Treated In vitro de astrocitos | Exposicién a LPS
s ; expuestos a LPS ARNmM de
2018 with Lipopolysaccharides de ratones hepcidina
C57BL/6 WT pc
e IL-6-/- dependiente de
la via IL-6/STAT3
en astrocitos
LPS induce
aumento de la
expresién de
Monocultivo proteinas
. reguladoras del
e YIS metabolismo del
Pandury | Effect of Inflammatory Mediators Lipopolysaccharide and celulares SH- . : )
; e . : . . . Exposicion a LPS Cultivos no hierro, de
cols., Lipoteichoic Acid on Iron Metabolism of Differentiated SH- In vitro SY5Y y co- : ; S
. . . . de E. coli 055:B5 expuestos a LPS hepcidina y del
2019 SY5Y Cells Alters in the Presence of BV-2 Microglia cultivo .
o contenido de
bilaminar con . ,
BV-2 hierro en células
SH-SY5Y
modulado por
células BV-2 en
co-cultivos
LPS induce
aumento de la
N Ratas sometidas a expresion de
; Inyeccién bilateral ) ., ; g
Qiany Lipopolysaccharides upregulate hepcidin in neuron via micr Ratas de LPS en inyeccion salina hepcidina y
cals., PO yo lia and the IIE)-G/gSTAT?, siIo naling pathwa In vivo Sprague- ventriculos bilateral en desregulacion de
2014 9 9 gp y Dawley laterales ventriculos proteinas
laterales asociadas a

hierro en corteza
y SN
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LPS induce
Cultivos aumento de la
primarios de expresién de
neuronas hepcidina y
corticales de desregulacion de
rata, de linea . proteinas
. - Cultivos no X
In vitro celular Exposicion a LPS asociadas a
: . expuestos a LPS :
microglial hierro
BV-2,y de dependiente de
linea microglias y de la
dopaminérgic via IL-6/STAT3
a MES23.5 en cultivos
neuronales
LPS induce
respuesta
inflamatoria,
respuesta
antioxidante con
agotamiento de
Sharmay | Curcumin affords neuroprotection and inhibits a-synuclein Ratas Inyeccién unilateral . GSH, y
s L 4 } . . | Ratones sometidos 7
Nehru, aggregation in lipopolysaccharide-induced Parkinson's In vivo Sprague- de LPS de E. coli a inveccion sin LPS acumulacion de
2018 disease model Dawley 0111:B4 en SN y hierro asociado a
muerte neuronal
y
neurodegeneraci
on en SN de
ratas, mitigado
por curcumina
Inveccion Inflamacién
Tripathi intra| Zritoneal de Ratones no aguda inducida
P y Transport of Non-Transferrin Bound Iron to the Brain: . Ratones p X sometidos a por LPS aumenta
cols., S . B In vivo LPS de E. coli - !
Implications for Alzheimer's Disease FVB/NJ gy administracion de | el transporte de
2017 055:B6; de FACy
59 LPS NTBI en el
de 5°FeCls
cerebro
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LPS y sus
citoquinas
relacionadas
Cultivos TNFa e IL-6
primarios de indujeron
neuronas . desregulacion de
. : . - Exposicion a LPS - -
Urrutia 'y Inflammation alters the expression hipocampale . . .| Cultivos celulares proteinas
oy . : p de E. coli 026:B6 1; :
cols., of DMT1, FPN1 and hepcidin, and it In vitro sy de glias no expuestos a asociadas al
. L . TNFa, IL-6, o Fe- )
2013 causes iron accumulation in central nervous system cells corticales de NTA LPS metabolismo de
ratas hierro con
Sprague- acumulacion en
Dawley neuronas y glias,
modulada por la
secrecion glial de
hepcidina
LPS induce un
aumento
Wang y Lipopolysaccharide induces a significant increase in Ratas Inveccion Ratas sometidas a | significativo en la
cols., expression of iron regulatory hormone hepcidin in the cortex In vivo Sprague- |. y inyeccioén salina expresion de
ST ) intravenosa de LPS . o
2008 and substantia nigra in rat brain Dawley intravenosa hepcidina y su
ARNmM en
corteza y SN
LPS induce
. secrecion de IL-
Cultivos
S 18 y TNFa, las
primarios de
cuales generan
neuronas S
Pro-inflammatory cytokines modulate iron regulatory protein mesencefalic : acumulamo_n ae
Wang y : : 2 X A Cultivos celulares | ROS y de hierro
1 expression and iron transportation through reactive . asyde Exposicion a LPS,
cols., : : o In vitro ; > no expuestos a en neuronas VM
oxygen/nitrogen species production in ventral microglias IL-18, o TNFa :
2013 : X LPS mediante la
mesencephalic neurons corticales de S
ratas activacion de
IRP1 y hepcidina,
Sprague- la
Dawley y

desregulacién de

los
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Yaugery
cols.,
2019

Iron accentuated reactive oxygen species release by
NADPH oxidase in activated microglia contributes
to oxidative stress in vitro

In vitro

transportadores

de hierro

Cultivos LPS induce
pl:]g]l?rr(;%zl Se estrés oxidativo

corticales, de
microglias de
ratas
Sprague-
Dawley, y de
lineas
celulares
PC12y BV2

Exposicion a LPS
026:B6 o a sulfato
de hierro (Il)

no expuestos a
LPS

Cultivos celulares

en microglias
activadas

acentuado por la

presencia de
hierro, e induce
muerte neuronal
dependiente de

hierro y NOX
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LPS induce la
expresién de

Youy
cols.,
2017

Astrocyte hepcidin is a key factor in LPS-
induced neuronal apoptosis

Ratones

Balb/C WTY | erebroventricular

Inyeccion

hepcidina en
astrocitos
mediante
secrecion de IL-6
de microglias

Ratones sometidos

a inyeccién salina
cerebroventricular

disminuyendo la

activadas,

In vivo
GFAP-
shhepcidin el e L2 lateral expresion de
Fpnl,
aumentando la
acumulacion
téxica de hierro y
la muerte
neuronal
LPS induce la
expresion de
hepcidina en
astrocitos
Cultivos mediante
primarios de Exposicién a LPS o secrecion de, IL-6
neuronas, de . . de microglias
. : a medio Cultivos celulares .
. microglias y o activadas,
In vitro ; acondicionado de no expuestos a .
astrocitos, y . disminuyendo la
. glias expuestas a LPS -
de linea expresion de
. LPS
celular glial Fpnil,
de rata C6 aumentando la
acumulacion
téxica de hierro y
la muerte

neuronal
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Zhangy
cols.,
2005

Intrapallidal lipopolysaccharide injection increases iron and
ferritin levels in glia of the rat substantia nigra and induces
locomotor deficits

In vivo

Ratas
Fischer 344
adultas y
envejecidas

Inyeccion bilateral
de LPS E. coli
0111:B4 en globus
pallidus

Ratas sometidas a
inyeccion salina
bilateral

LPS induce
activacién
microglial,
acumulacion de
hierro,
neurodegeneraci
6n, disminucién
del nimero de
neuronas
dopaminérgicas
en SN,y
deterioro motor
con mayor
susceptibilidad
en ratas
envejecidas

Zhang y
cols.,
2012

Neuroprotection of desferrioxamine in lipopolysaccharide-
induced nigrostriatal dopamine neuron degeneration

In vivo

Ratones
C57BL/6

Inyeccion de LPS
ylo de DFO en
cuerpo estriado

Ratones sometidos
a inyeccién de PBS

LPS induce
deterioro en
actividad motora,
una disminucion
de las
concentraciones
de DAy del
nimero de
neuronas
dopaminérgicas,
y un aumento de
la activacion
microglial y de la
acumulacion de
hierro en el
mesencéfalo,
mitigado por
DFO
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Zhangy
cols.,
2014

Pro-inflammatory cytokine-mediated ferroportin down-
regulation contributes to the nigral iron accumulation in
lipopolysaccharide-induced Parkinsonian models

In vivo

Ratas sometidas a

LPS induce
activacion glial,
respuesta
inflamatoria,
muerte de
neuronas
dopaminérgicas,
acumulacion de

Ratas L .
Inyeccion unilateral | . ., ; :
Sprague- de LPS en SN inyeccion salina h|err0_,,
Dawley unilateral en SN | desregulacion de
la proteina
asociadas al
metabolismo del
hierro Fpnl, y de
la respuesta
antioxidante HO-
1
LPS genera
respuesta
inflamatoria en
células de
glioma,
Cultivos induciendo
celulares de | Exposicion a LPS o apoptosis,
glioma a medio . acumulacion de
. Tratamiento con .
humano y de | acondicionado de i ; hierro y
. A solucion salina 2
linea celular | células expuestas a desregulacién de
dopaminérgic LPS proteinas
a SH-SY5Y asociadas al
metabolismo del
hierroy a la
respuesta

antioxidante en
células SH-SY5Y
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Zhangy
cols.,
2015

Deferoxamine attenuates lipopolysaccharide-induced
neuroinflammation and memory impairment in mice

In vivo

Ratones
C57BL/6

Inyeccion

DFO

intracerebroventric
ular de LPS y/o de

Ratones sometidos
a inyeccién
intracerebroventric
ular de aCSF

LPS induce
deterioro
cognitivo,
respuesta

inflamatoria con
activacion
microglial,
apoptosis,
acumulacion de
hierro,
desregulacién de
proteinas
asociadas al
metabolismo del
hierro, estrés
oxidativo y LPO
en hipocampo,
mitigado por
administracion de

Zhangy
cols.,
2017

Impairment of Hepcidin Upregulation by Lipopolysaccharide
in the Interleukin-6 Knockout Mouse Brain

In vivo

Ratones
C57BL/6 WT
y IL-6-/-

Inyeccion
intracerebroventric
ular de LPS E. coli
055:B5

Ratones sometidos
a inyeccion
intracerebroventric
ular de PBS libre
de endotoxina

DFO
LPS induce un
aumento en la
expresion de
ARNmM de
hepcidina, de Ft-
L, y disminucion
de Fpnl
mediante la
regulacion de la
via IL-6/STATS3,
de la que
depende la
expresion de

DMT1
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aCSF: fluido cerebroespinal artificial; APAP: acetaminofén; ARNm: Acido ribonucleico mensajero; COX-2: ciclooxigenasa-2; DA: dopamina; DFO: deferoxamina;
DMT1: transportador de metales divalente 1; Fpnl: ferroportina 1; Ft-L: cadena liviana de ferritina; GPX4: glutatién peroxidasa 4; GSH: glutatiéon; HO-1:
hemoxigenasa-1; IL-1f3: interleuquina-1 beta; IL-6: interleuquina-6; IRP1: proteina reguladora de hierro 1; LPO: peroxidacion lipidica; LPS: lipopolisacérido; NOX:
NADPH oxidasa; NTBI: hierro no unido a transferrina; PBS: buffer fosfato salino; SN: substantia nigra; SNpc: substantia nigra pars compacta; STAT3: transductor
de sefal y activador de la transcripcion 3; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa; VM: mesencéfalo ventral; WT: wild-type
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7.2 Andlisis del riesgo de sesgo

El analisis de riesgo de sesgo de los estudios realizados en animales, o
de aquellos que presentan experimentos en animales fue hecho mediante la
herramienta SYRCLE (Hooijmans y cols., 2014). Se exceptla de este andlisis el
estudio de Chu y cols., 2022, debido a que los experimentos realizados en
animales no cumplieron con los criterios de elegibilidad y por tanto no fueron
incluidos entre los resultados, si bien los experimentos in vitro que este reporte

incluyo fueron considerados en la extraccion y sintesis de los datos.

En cuanto al sesgo de seleccién, en el dominio 1 correspondiente a la
generacion de secuencias, 3 estudios obtuvieron la clasificacion de “Poco claro”
(Zzhang y cols., 2012, 2015; Li y cols., 2022c), ya que declararon asignar los
grupos de manera aleatoria sin especificar como se hizo, mientras que los 11
estudios restantes no reportaron aleatoriedad en la asignacion de grupos, siendo
clasificados en “No”. En el dominio 2, sobre las caracteristicas basales de los
animales, 13 estudios informaron el uso de animales con caracteristicas
similares entre ellos o ajustaron los factores confundentes relacionados,
mientras que 1 declaré animales que podrian presentar caracteristicas basales
heterogéneas dentro de su grupo, por ser animales de distinto origen (Zhang y
cols., 2017), siendo clasificado como “Poco claro”. Y en el dominio 3, de
ocultamiento de la asignacion, los 14 estudios fueron clasificados como “Poco
claro” por no especificar ningun tipo de ocultamiento en la asignacion de los

animales a sus respectivos grupos.

En relacion con el sesgo de desempefio, 2 estudios recibieron la
clasificaciéon “Poco claro” (Zhang y cols., 2012, 2014) en el dominio 4 por no
referir alguna forma de aleatoriedad en el alojamiento de los animales, y 1
estudio (Zhang y cols., 2015) declar6 un criterio de alojamiento no aleatorio en
base al grupo asignado. Los demas estudios si presentaron caracteristicas
aleatorias en el alojamiento de los animales. En el dominio 5 todos los estudios
fueron clasificados como “Poco claro”, por no especificar el cegamiento de los
investigadores o cuidadores para la intervencién que recibia cada animal durante

todos los experimentos realizados.
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El sesgo de deteccion fue clasificado como “Poco claro” para todos los
estudios en los dominios 6 y 7, debido a que ninguno describio si existié alguna
forma de seleccion aleatoria en la evaluacion de los resultados ni de cegamiento

de los evaluadores, respectivamente.

Sobre el sesgo de desercién, en el dominio 8, 11 estudios fueron
clasificados en “Si”, ya que si bien no especificaron si hubo pérdida de datos de
resultados, es muy poco probable que esta influya en el resultado final luego del
andlisis estadistico, mientras que 2 estudios (Zhang y cols., 2005; Tripathiy cols.,
2017) recibieron la clasificacion “Poco claro” por no detallar el nimero inicial de

animales ni incluirlo en el analisis de resultados.

En cuanto al sesgo de reporte, 2 estudios (Zhang y cols., 2014; Huo y
cols., 2018) fueron catalogados como “Poco claro” en el dominio 9 debido a la
falta de cuantificacién y andlisis estadistico de algunos resultados reportados,
como imagenes de secciones inmunohistoquimicas o tinciones histologicas de
las cuales se desprenden conclusiones, por lo que presentan un potencial riesgo
de sesgo de reporte selectivo; y 2 estudios clasificados en “No” (Zhang y cols.,
2005; Tripathi y cols., 2017) por presentar resultados en su mayoria no
cuantificados y sin analisis estadistico, que no informan todas las situaciones

experimentales previamente descritas, o que lo hacen de manera selectiva.

Finalmente, todos los estudios estaban aparentemente libres de cualquier
otro tipo de sesgo en base a las preguntas de sefializacién del dominio 10. En
general, el riesgo de sesgo de los estudios en animales seleccionados fue
identificado como libres de sesgo (“Si”) en 5 dominios, como “Poco claro” en 4 y

como alto riesgo de sesgo (“No”) en 1 (Tabla 2).



Tabla 2. SYRCLE. Andlisis de riesgo de sesgo en ensayos experimentales en animales.

Dominios SYRCLE

1) ¢La secuencia de asignacion
se genero y aplicé
adecuadamente?

*: Los investigadores describieron
un

componente aleatorio en el proceso
de

generacion de secuencias?

2) ¢Los grupos eran similares al
inicio o fueron ajustados para
detectar factores confundentes
en el andlisis?

*:La distribucion de las
caracteristicas basales relevantes
fue equilibrada para los grupos
intervencion y control?

*Si es relevante, ¢ los investigadores
ajustaron adecuadamente la
distribucion desigual de algunas de
las caracteristicas basales
relevantes en el andlisis?

*¢ EI momento de induccién de la
enfermedad fue adecuado?

Fernan
dez-
Mendi
vil y
cols.,
2021

No

No

Si

Si

Si

Si

Huo y
cols.,
2018

No

No

Si

Si

Si

Si

Liy
cols.,
2022c

Poco

claro

Poco

claro

Si

Si

Si

Si

Liuy
cols.,
2018

No

No

Si

Poco

claro

Si

Si

Qiany
cols.,
2014

No

No

Si

Si

Si

Poco
claro

Sharm Tripath

ay

Nehru,
2018

No

No

Si

Si

Si

Poco
claro

iy

cols.,
2017

No

No

Si

Si

Si

Wang Youy

y cols., caols.,

2008 2017
No No
No No
Si Si
Si Si
Si Si
Si Si
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Zhang Zhang Zhang Zhang Zhang
y cols., ycols., ycols., ycols., ycols.,

2005

No

No

Si

Si

Si

Si

2012

Poco

claro

Poco

claro

Si

Si

Si

Si

2014

No

No

Si

Si

Si

Si

2015

Poco

claro

Poco

claro

Si

Si

Si

Si

2017

No

No

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Si
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3) ¢La asignacion alos diferentes

grupos fue ocultada Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
adecuadamente duranteel mismo claro claro claro claro «claro claro claro claro claro claro claro claro claro claro
tiempo?

*:; Podria el investigador que asigna

los

animales al grupo de intervencién o

control no

prever la asignacion debido a uno

de los

metodos siguientes o equivalentes? poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco  Poco

m Codificacion por terceros de la claro claro claro  claro claro  claro  claro  claro  claro  claro  claro  claro  claro  claro
aleatorizacion

central de asignaciéon de grupos
experimentales

y de control por un tercero
m Sobres opacos vy sellados
numerados

secuencialmente

4) ;Los animales fueron alojados
) ¢ ] Poco Poco

aleatoriamente durante el Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si No Si
. claro claro

experimento?

*; Los autores ubicaron

aleatoriamente las

jaulas o animales dentro de la

sala/instalacion de animales? Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco No Poco

] Los animales fueron claro claro claro claro claro claro claro claro claro claro claro claro claro

seleccionados al azar

durante la evaluacion de los

resultados

*sEs poco probables que el

_resultad_o 0 su medicion fue_ra Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Poco Poco No Si

influenciado por alojar claro  claro

aleatoriamente los animales?



5) ¢Los cuidadores ylo
investigadores fueron cegados
del conocimiento de cud
intervencion recibié cada animal
durante el experimento?

*¢ El cegamiento de cuidadores e
investigadores fue asegurado, y fue
poco probable que su cegamiento
pudiera haberse roto?

6) cLos animales fueron
seleccionados al azar para la
evaluacion de los resultados?

*: Los investigadores seleccionaron
aleatoriamente un animal durante la
evaluacion de resultados, o usaron
un componente aleatorio en la
generacion de secuencia para la
evaluacion de resultados?

7) ¢ El evaluador de los resultados
fue cegado?

*¢ El cegamiento del evaluador de
resultados fue asegurado, y fue
poco probable que el cegamiento
pudiera haberse roto?

*: El evaluador de resultados no fue
cegado, sin embargo, los autores de
la revisibn juzgan que no es
probable que el resultado sea
influenciado por la falta de
cegamiento?
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claro
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claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco

claro
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claro
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Poco
claro
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claro
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claro

Poco
claro

Poco
claro

Si



8) ¢Los datos de resultados
incompletos fueron
adecuadamente abordados?

*:Se incluyd a todos los animales
en el andlisis?

*¢ ES poco probable que las razones
para la falta de datos de resultados
estén relacionadas con el resultado
verdadero? (por ejemplo, falla
técnica)

*¢ Los datos de resultados faltantes
estan equilibrados en numeros
entre los grupos de intervencion,
con razones similares para la falta
de datos entre los grupos?

*¢ Los datos de resultados faltantes
estan ingresados usando métodos
apropiados?

9) ¢Los reportes del estudio estan
libres de reporte selectivo de
resultados?

*¢ El protocolo del estudio estaba
disponible, y todos los resultados
primarios y secundarios
preespecificados del estudio fueron
informados en el manuscrito actual?

*¢ El protocolo del estudio no estaba
disponible, pero estaba claro que el
informe publicado incluy6 todos los
resultados esperados? (por
ejemplo, comparando las secciones
de métodos y resultados)
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10) JEl estudio estaba
aparentemente libre de otros
problemas que pudieran resultar
en alto riesgo de sesgo?

*¢El estudio estaba libre de
contaminacién  (agrupacion de
farmacos)?

*¢El estudio estuvo libre de
influencia  inapropiada de los
financiadores?

*¢ El estudio estuvo libre de errores
de unidad de analisis?

*: Los riesgos de sesgo especificos
del disefio estuvieron ausentes?

*; Se afiadié nuevos animales a los
grupos de control y experimentacion
para reemplazar los abandonos de
la poblacion original?
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7.3 ldentificacion de las vias de induccién de desregulacion del

metabolismo del hierro por LPS en cultivos celulares

Luego de la lectura del texto completo y de la extraccion de los datos de
las publicaciones seleccionadas, fue posible identificar distintas vias de
induccion de muerte neuronal o neurodegeneracion por LPS mediante
desregulacion del metabolismo del hierro o ferroptosis, las cuales fueron
estudiadas por los investigadores, y que orientaron los experimentos realizados
para poder establecer sus hallazgos, los que en esta seccidn se sintetizan (Tabla
1).

Los estudios in vitro fueron realizados principalmente en cultivos primarios
neuronales, gliales o mixtos, y/o en lineas celulares de glias o neuronas. En ellos
se pudieron identificar cuatro vias principales, las cuales estan interrelacionadas.
Estas son la via de la respuesta inflamatoria (Wang y cols., 2013; Zhang y cols.,
2014), la via de la respuesta antioxidante (Imy cols., 2006; Yauger y cols., 2019;
Chu y cols., 2022), la via de la S-nitrosilacion (Liu y cols., 2018), y la via IL-
6/STAT3/hepcidina (Urrutia y cols., 2013; Qian y cols., 2014; You y cols., 2017;
Ma y cols., 2018; Pandur y cols., 2019). Cabe destacar que estas vias no son
necesariamente excluyentes entre ellas, ya que presentan multiples elementos
en comun que las interrelacionan y les entregan caracteristicas potencialmente

complementarias.

En la via de la respuesta inflamatoria, el estudio de Wang y cols. de 2013
utilizé las citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNFa en cultivos primarios de
neuronas ventrales mesencefélicas (VM) y de microglias corticales, donde
ademas de comprobar la secrecion de estas citoquinas por induccion de LPS y
su aumento en combinacion con hierro, demostraron que IL-13 y TNFa
provocaron acumulacién de hierro en neuronas VM mediante la activacion de la
proteina reguladora de hierro 1 (IRP1) y hepcidina, los cuales aumentaron la
expresion de DMT1 y disminuyeron la de Fpnl, aumentando el ingreso y
reduciendo la exportacion de hierro, respectivamente. Estos cambios
dependieron de la produccién de ROS y de NO, ya que fueron mitigados por el
bloqueo de éstas mediante el antioxidante N-acetilcisteina (NAC) y el inhibidor
de sintetasas de NO L-NAME (N-Nitro-L-arginina metiléster), respectivamente

(Wang y cols., 2013). En este sentido, el estudio de Zhang y cols. de 2014
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también demostré el aumento de la secrecion de IL-6 y TNFa por LPS en una
linea celular de glioma. Ademas, IL-6, TNFa y el medio de cultivo de las células
de glioma tratadas con LPS, rico en estas citoquinas, también indujeron una
disminucién en la expresion de Fpnl, un aumento de la respuesta antioxidante
mediante HO-1, acumulacion de hierro y apoptosis en células dopaminérgicas
SH-SY5Y (Zhang y cols., 2014).

Como se observd en la via anterior, la respuesta antioxidante también
juega un papel crucial en la desregulacién del metabolismo del hierro inducida
por LPS. El estudio de Yauger y cols. de 2019 demostré que el LPS indujo un
aumento de ROS, de citoquinas proinflamatorias y acumulacion de hierro en
microglias y en la linea microglial BV-2 junto con su activacion, lo cual es
acentuado por la presencia de hierro. Adicionalmente, se observdé muerte y
disminucién de la densidad de neuritas en cultivos de neuronas primarias
cultivadas en presencia de microglias pretratadas con LPS, efecto que fue
dependiente de hierro y NOX, y que interesantemente fue revertido por el
quelante de hierro DFO. En este caso, la acumulacién de hierro fue asociada al
aumento en la expresion de DMT1 (Yauger y cols., 2019). Resultados similares
fueron obtenidos en el estudio de Chu y cols., de 2022, en el que el LPS provoco
ferroptosis en la linea celular hipocampal HT22 asociada a la actividad de GPX4
(Chuy cols., 2022), y en el estudio de Im y cols. de 2006, en el que la muerte de
neuronas en cultivos corticales primarios se vio acompafiada de agotamiento de
GSH y de aumento de la peroxidacion lipidica por aumento de la citotoxicidad de
Fe?* dependiente de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y ROS, ante el tratamiento con
LPS (Imy cols., 2006).

Una via diferente, aunque relacionada a las anteriores es la demostrada
en el trabajo de Liu y cols., en el afio 2018, en el que la S-nitrosilacion, que es
un proceso de modificacion postraduccional de proteinas en el cual el NO se une
covalentemente a un grupo tiol de cisteina y modifica la funcion de estas
proteinas, aumento la actividad del transportador de hierro DMT1 (Liu y cols.,
2018). En este estudio, si bien los experimentos realizados en cultivos celulares
no estudiaron el efecto de LPS sobre la actividad de DMT1 y del metabolismo
del hierro, si demostraron que DMTL1 fue S-nitrosilado (SNO-DMT1) y que esta

modificacion aumentdé su actividad. El papel de LPS en este proceso es
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demostrado en los experimentos en animales incluidos en este informe (Liu y
cols., 2018).

La via IL-6/STAT3/hepcidina fue ampliamente estudiada por un nimero
importante de publicaciones entre las seleccionadas, concentrando 5 estudios.
Entre ellos, el trabajo de Urrutia y cols. de 2013, demostré que el LPS y sus
citoquinas relacionadas TNFa e IL-6 provocaron una desregulacion de las
proteinas asociadas al metabolismo de hierro DMT1 y Fpnl, con acumulacion
de hierro en cultivos primarios de neuronas hipocampales y de glias corticales
de rata, por la modulacion de la secrecion glial de hepcidina, la cual disminuy6
la expresion de Fpnl en neuronas, astrocitos y microglias, y aumento la de DMT1

en estas ultimas (Figura 3) (Urrutia y cols., 2013).

Change in
intracellular Fe

Accumulation

Neurons

DMT1 *

FPN1 *

Astrocytes

Inflammatory

Stimuli (18 h) —>

DMT1 *
FPN1n/c

(2 h) Hepcidin
(6 h)

Microglia

DMT1 f
FPN1n/c

Accumulation

Figura 3. Representacién esquematica de los cambios en la homeostasis del hierro en las
células del CNS expuestas a estimulos inflamatorios (TNF-a, IL-6, LPS) por 18h. Los
resultados muestran un aumento de DMT1 en neuronas, astrocitos y microglias, y una
disminucién de Fpnl en neuronas. La hepcidina secretada por los astrocitos y las microglias en
respuesta a estos estimulos inflamatorios después de 6h induce una disminucion transitoria de
Fpnl en los tres tipos celulares, y un aumento de DMT1 en microglias. El resultado final del
estimulo inflamatorio y la mediacién de hepcidina es la acumulacion de hierro en las neuronas y
las microglias, pero no en los astrocitos (Urrutia y cols., 2013).

El aflo 2018, Qian y cols. demostraron que el LPS altero la expresion de
hepcidina, y con ello indujo la desregulacion de proteinas asociadas a hierro
dependiente de microglias, de secrecién de IL-6, y de la fosforilacion de STAT3
en cultivos neuronales corticales de rata y en la linea celular dopaminérgica
MES23.5 (Figura 4) (Qian y cols., 2014).
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Figura 4. Esquema del mecanismo propuesto para la regulacién neuronal de hepcidina
durante la inflamacién. Las microglias son activadas por la unién de LPS a TLR4 en la
membrana. Las microglias activadas producen una serie de mediadores inflamatorios como IL-
6, el principal factor que induce fosforilacién de STAT3 en las neuronas. STAT3 fosforilado se
transloca al nacleo, donde regula la expresiéon del gen de hepcidina (HAMP). El aumento en la
expresién de hepcidina y su liberacién puede funcionar como un péptido antimicrobiano y
también desregular la expresién de Fpnl en las células del cerebro como las neuronas, alterando
el metabolismo del hierro en el cerebro (Qian y cols., 2014).

En un estudio de similares caracteristicas llevado a cabo por Ma y cols.
en 2018, experimentos realizados en cultivos primarios de neuronas y de
astrocitos de ratones wild-type (WT) y knockout para IL-6, demostraron una
desregulacion de Fpnl ante el tratamiento con LPS por aumento de la expresiéon
de ARNm de hepcidina dependiente de la via IL-6/STAT (Ma y cols., 2018). En
una linea celular diferente, el grupo de Pandur y cols., en el afio 2019, realizé
experimentos en células dopaminérgicas SH-SY5Y y en microglias BV-2, en los
cuales de manera similar a lo que ya hemos visto, el LPS caus6é un aumento de
la expresion de las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNFa, y de las proteinas
reguladoras del metabolismo del hierro DMT1 y TfR1, acompafiado del aumento
en la secrecion de hepcidina y del contenido de hierro en células SH-SY5Y
modulado por células BV-2 en co-cultivos (Pandur y cols., 2019). Finalmente, el
estudio realizado por You y cols. en 2017 demostré en sus experimentos en
cultivos primarios de neuronas, de microglias y astrocitos, y de linea celular glial
de rata C6 con silenciamiento para hepcidina, que el LPS indujo la expresion de
hepcidina en astrocitos mediante la secrecion de IL-6 de microglias activadas,
disminuyendo la expresion de Fpnl en neuronas, y aumentando asi la
acumulacion toxica de hierro y la muerte neuronal en los cultivos (Figura 5) (You
y cols., 2017).
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Figura 5. La expresion de hepcidinainducida por LPS en los astrocitos es regulada por IL-
6 de las microglias activadas. La hepcidina de los astrocitos es un efector en la via de la
apoptosis neuronal mediada por LPS por la disminucion de los niveles neuronales de la proteina
Fpnl, lo que lleva a un aumento concomitante en los niveles de hierro neuronales, y finalmente
su muerte (You y cols., 2017).

7.4 ldentificacion de las vias de induccién de desregulacion del

metabolismo del hierro por LPS en animales

Las vias identificadas en cultivos celulares también fueron observadas en
los experimentos realizados en modelos animales. La induccion de la
desregulacion del metabolismo del hierro por LPS fue observada a través de la
via de la respuesta inflamatoria en el estudio de Zhang y cols. en 2005, donde
observaron que LPS provocd activacion microglial, acumulacion de hierro,
neurodegeneracion, disminucion del numero de neuronas dopaminérgicas en la
SN, y deterioro motor con mayor susceptibilidad en ratas F344 envejecidas
(Zhang y cols., 2005). En esta misma linea, el grupo de Zhang y cols. en 2012
demostré que el LPS indujo un deterioro en la actividad motora, disminucion de

las concentraciones de DA y del nimero de neuronas dopaminérgicas, Yy
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aumento de la activacion microglial y de la acumulacion de hierro en el
mesenceéfalo, lo cual fue mitigado por DFO en ratones C57BL/6 (Zhang y cols.,
2012), mostrando nuevamente su efecto protector en la neurodegeneracion
inducida por LPS. En el estudio de Huo y cols. (2018), el LPS generé
acumulacion de hierro asociada a neurodegeneracion, donde se evidencié un
deterioro en la capacidad motora, una disminucion de neuronas dopaminérgicas
y DA, un aumento en la proliferacion de microglias, y acumulacion de hierro en
SNpc inducidos por LPS en ratas Sprague-Dawley (Huo y cols., 2018). Esta vez
en modelos de neurodegeneracion asociada a EA, Zhang y cols. en 2015,
observaron que el LPS caus6 deterioro cognitivo, aumento de la respuesta
inflamatoria con activacién microglial, apoptosis, desregulacién de las proteinas
asociadas al metabolismo del hierro Fpnl y ferritina, acumulaciéon de hierro,
estrés oxidativo y peroxidacion lipidica en hipocampo de ratones C57BL/6, lo
cual también fue mitigado por la administracion de DFO en este estudio (Zhang
y cols., 2015).

En un modelo distinto, Tripathi y cols., en 2017, observaron mediante
radiomarcaje y autoradiografias que la inflamaciéon aguda inducida por LPS
aumento el transporte de hierro no unido a transferrina (NTBI) en el cerebro de
ratones FVB/NJ (Tripathi y cols., 2017).

En el afio 2018, Sharma y Nehru reportaron que el LPS indujo un aumento
en la respuesta inflamatoria por el incremento de citoquinas como IL-18 y TNFa,
asi como un agotamiento de GSH en la respuesta antioxidante, y acumulacion
de hierro asociada a muerte neuronal y neurodegeneracion en SN de ratas
Sprague-Dawley, lo que fue mitigado por el antioxidante curcumina, mostrando
la relacion que existe entre las vias de la respuesta inflamatoria y de la respuesta
antioxidante ante LPS (Sharma y Nehru, 2018). En otro estudio, Zhang y cols.
en 2014, utilizando también ratas Sprague-Dawley, demostraron la correlacién
entre el LPS y la activacion glial, la respuesta inflamatoria, la muerte de neuronas
dopaminérgicas, la acumulacion de hierro, y la desregulacion de la proteina
asociada al metabolismo del hierro Fpnl y de la respuesta antioxidante por el
aumento de HO-1 (Zhang y cols., 2014). Mas recientemente, en el afio 2022, Li
y cols. demostraron en ratones C57BL/6V como la neuroinflamacion inducida por
LPS fue acompafiada de deterioro cognitivo, acumulacion de hierro, aumento de

marcadores de ferroptosis como la disminucion de GSH y de la actividad de
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GPX4, y aumento de la peroxidacion lipidica, de dafio mitocondrial, y de dafio y
muerte neuronales en hipocampo, mitigados por el inhibidor de ferroptosis
liproxstatina-1 (Li y cols., 2022c), lo cual asocia directamente la accion de LPS

con la ferroptosis en neuronas.

El estudio realizado por el grupo de Fernandez-Mendivil y cols. en 2021
abordd principalmente la via de la respuesta antioxidante y su rol en la
acumulacion de hierro inducida por inflamacién y envejecimiento. De esta forma,
demostraron en ratones WT y con knockout selectivo para HO-1 en microglias
como el LPS, en conjunto con el envejecimiento, indujo una desregulacion del
metabolismo del hierro, ferroptosis y deterioro cognitivo dependiente de la
sobreactivacion de HO-1 microglial en el cerebro de ratones envejecidos, y como
DFO mejord estos parametros, asociando nuevamente LPS con ferroptosis

(Fernandez-Mendivil y cols., 2021).

Por otra parte, el estudio de Liu y cols. de 2018 también desarrollo
experimentos en animales, explorando la via de la S-nitrosilacién in vivo. En
ratones C57BL/6 se demostro que el LPS caus6 déficit motor, un aumento de los
niveles de hierro labil y de estrés oxidativo, de activacion de microglias, y de
muerte de neuronas dopaminérgicas en SN por S-nitrosilacion de DMT1

mediante la induccion de NO (Liu y cols., 2018).

Finalmente, los experimentos realizados en animales también mostraron
la induccion de la via IL-6/STAT3/hepcidina por LPS. Primero, Wang y cols. en
2008, detectaron que el LPS generd un aumento significativo en la expresion de
hepcidina y su ARNm en corteza y SN de ratas Sprague-Dawley (Wang y cols.,
2008). Los experimentos in vivo del grupo de Qian y cols., publicados en 2014,
también mostraron que el LPS indujo el aumento de la citoquina proinflamatoria
IL-6, de la fosforilacion de STAT3, de la expresion de hepcidina, y la consecuente
desregulacion de Fpnl en corteza y SN de ratas Sprague-Dawley (Figura 4)
(Qian y cols., 2014). Zhang y cols., en 2017, utilizaron ratones C57BL/6 WT y
knockout para IL-6 en tratamiento con LPS, y detectaron un aumento en la
expresion de ARNm de hepcidina, de la cadena liviana de ferritina (Ft-L), y una
disminucién de Fpnl mediante la regulacién de la via IL-6/STAT3/hepcidina, de
la que depende también la expresion de DMT1 (Zhang y cols., 2017). Ese mismo

afio You y cols., mediante los experimentos in vivo de su estudio en ratones
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Balb/C WT y con silenciamiento selectivo para hepcidina en astrocitos (GFAP-
shhepcidin), demostraron la induccion por parte de LPS de la expresion de
hepcidina en astrocitos mediante la secrecion de IL-6 en microglias activadas,
disminuyendo asi la expresion de Fpnl, y aumentando la acumulacion toxica de
hierro y la muerte en neuronas, proponiendo finalmente el modelo expuesto en

la figura 5 (Youy cols., 2017).

En sintesis, tanto los experimentos en células como en animales
demostraron que los efectos del LPS sobre la respuesta inflamatoria resultaron
en el aumento del estrés oxidativo con desregulacion de la respuesta
antioxidante y en la desregulacion del metabolismo del hierro en el cerebro,
causando su acumulacion, muerte o ferroptosis neuronal, y deterioro cognitivo y

motor.
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8. DISCUSION

La presente revision tuvo por objetivo buscar en la literatura cientifica
actual la relacion entre los LPS de periodontopatégenos y la induccion de
ferroptosis en neuronas, junto con sus posibles mecanismos. La relevancia de
identificar esta relacion yace en poder reconocer el potencial de la enfermedad
periodontal como proceso que participa o que es responsable del desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. Esto se vuelve ain mas importante cuando
entendemos que se trata de dos enfermedades cronicas asociadas al
envejecimiento altamente prevalentes en el mundo (Norton y cols., 2014; Murray
y cols., 2015; Wu y cols., 2016; Lépez y cols., 2017; Ray Dorsey y cols., 2018;
Nazir y cols., 2020; Clark y cols., 2021), especialmente en paises con mayores
niveles de desarrollo donde existe una poblacién envejecida (Norton y cols.,
2014; Murray y cols., 2015), lo cual representa no solo un detrimento en la calidad
de vida de quienes presentan la condicion, sino que de cuidadoras y cuidadores,
donde una vez mas evidenciamos importantes brechas de género (Alzheimer’s
Association, 2014; Alzheimer’s Association, 2022). Si bien esta relacion ya ha
sido estudiada desde la perspectiva de la induccion de la cascada B-amiloide y
la hiperfosforilacién de Tau (Diaz-Zuafiga y cols., 2020; Fernandes Costa y cols.,
2021), aun queda mucho por conocer acerca de cuales son todos los posibles
mecanismos involucrados en esta relacion (Bregaint y cols., 2022; Li y cols.,
2022b; Liu y cols., 2023).

Entre los hallazgos reportados, no se encontraron publicaciones de
estudios originales que evaluaran los mecanismos de muerte neuronal
ferroptotica especificamente con los LPS de bacterias periodontopatdégenas
como P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans. Por este motivo, los criterios de
inclusion consideraron todo tipo de LPS, como se abord6 en los resultados
expuestos en la tabla 1, donde la totalidad de los estudios evaluaron los efectos
de LPS ya sea de E. coli, o de origen bacteriano no especificado. El propésito
entonces fue encontrar la potencial relacion de LPS en la induccion de ferroptosis
en neuronas, para asi identificar, describir y estructurar los mecanismos
celulares conocidos hasta ahora en la literatura. Esto nos permite orientar el
conocimiento en torno a uno de los posibles mecanismos mediante los cuales la
periodontitis puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas como EA o EP, y sentar las bases para los futuros estudios
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experimentales necesarios para demostrar esta relacion con bacterias

periodontales o sus factores de virulencia.

Interesantemente, los LPS utilizados demostraron en todos los estudios
seleccionados la capacidad de producir neuroinflamacién, ya sea en cultivos
primarios de células cerebrales, cultivos de lineas celulares, o en modelos
animales (Tabla 1). La neuroinflamacién fue acompafiada por un aumento del
estrés oxidativo, de la respuesta antioxidante, de desregulacién del metabolismo
del hierro, su acumulacion, y posteriormente muerte neuronal o ferroptosis (Imy
cols., 2006; You y cols., 2017; Liu y cols., 2018; Yauger y cols., 2019; Fernandez-
Mendivil y cols., 2021; Chu y cols., 2022; Li y cols., 2022c). Tomando en cuenta
estos datos obtenidos de los estudios experimentales, podemos observar en la
evidencia una clara tendencia que demuestra la existencia de mecanismos
celulares validados que involucran a los LPS como participantes en el desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas mediante la induccién de muerte neuronal

por desregulacion del metabolismo del hierro o ferroptosis.

8.1 LPS, ferroptosis en neuronas y neurodegeneracion

Los LPS son endotoxinas presentes en la pared celular de bacterias gram
(-), en sus vesiculas intracelulares o en vesiculas de membrana externa
(Zzamyatina y Heine, 2020; Pussinen y cols., 2022). Estos factores de virulencia
son reconocidos como PAMPSs, y activan PRRs como los TLRs, expresados en
microglias, astrocitos y neuronas (Fiebich y cols., 2018; Zindel y Kubes, 2019;
Zamyatina y Heine, 2020; Cui y cols., 2021). Los LPS son potentes inductores
de la respuesta inmune innata (Zamyatina y Heine, 2020; Pussinen y cols.,
2022), y son ampliamente usados en modelos experimentales de
neuroinflamacion y neurodegeneracion como EA y EP, entre otros (Batista y
cols., 2019; Bregaint y cols., 2022).

A pesar de que multiples estudios evaltan el efecto de LPS en modelos
experimentales de neurodegeneracion, una proporcion muy menor de ellos
analizan su impacto en el metabolismo del hierro (Batista y cols., 2019; Bregaint

y cols., 2022), cuyo rol en las enfermedades neurodegenerativas adquiere cada
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vez mayor relevancia (Ward y cols., 2014; Masaldan y cols., 2019; Gleitze y cols.,
2021; Urrutia y cols., 2021).

Por consiguiente, esta revision estudio esta relacion, donde a pesar de la
falta de sistematizacion en la evaluacion del estado del metabolismo del hierro
en el CNS ante estimulos inflamatorios como LPS en la mayoria de los estudios,
se identificaron mecanismos celulares comunes e interrelacionados
demostrados en aquellos que si lo evaluaron, ya sea como ferroptosis, o como

desregulacion del metabolismo del hierro.

8.1.1 La via de la respuesta inflamatoria

Los LPS son capaces de generar una respuesta inflamatoria en el CNS,
especialmente en microglias y astrocitos, las cuales son las células que
participan de la respuesta inmune en el cerebro (Lucin y Wyss-Coray, 2009;
Fiebich y cols., 2018; Hickman y cols., 2018; Li y Barres, 2018). La llegada de
estimulos inflamatorios como LPS al CNS desencadena una respuesta
neuroinflamatoria que presenta diversos marcadores celulares y moleculares
(Lucin y Wyss-Coray, 2009; Li y Barres, 2018; Urrutia y cols., 2021). Entre ellos
encontramos la activacion de los astrocitos (Lucin y Wyss-Coray, 2009; Li y
Barres, 2018), y la activacion de las microglias con su fenotipo proinflamatorio
M1, pasando de un fenotipo ramificado a uno ameboide (Lucin y Wyss-Coray,
2009; Li y Barres, 2018; Urrutia y cols., 2021). La induccion de estos cambios
fenotipicos en las células genera la secrecion de mediadores proinflamatorios y
especies oxidantes, como las citoquinas IL-1B, IL-6 y TNFa, asi como de NO
respectivamente (Urrutia y cols., 2021). Ellos participan de la defensa del
hospedero ante estimulos potencialmente dafiinos como endotoxinas u otros
factores de virulencia bacterianos, pero también se ha visto que la
sobreactivacion de esta respuesta inflamatoria y la inflamacién crénica de bajo
grado participan en el inicio y desarrollo de procesos neurodegenerativos
(Hickman y cols., 2018; Liy cols., 2022b).

Esta respuesta inflamatoria también altera el metabolismo del hierro,
como fue demostrado tanto en los experimentos in vitro, como en los

experimentos en animales expuestos en la tabla 1. En los estudios se observo
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la activacion microglial o astrocitica, y la subsecuente secrecién de citoquinas
proinflamatorias como IL-13, IL-6 o TNFa en cultivos celulares o en los tejidos
cerebrales de animales expuestos a LPS. Como pudimos observar en los
resultados obtenidos de los estudios (Tabla 1), esta respuesta inflamatoria
estuvo presente en todos los experimentos en los cuales el LPS indujo
alteraciones en la regulacion del hierro y muerte neuronal, y en gran nimero de
casos estuvo acompafada también de una respuesta antioxidante aumentada.
La acumulacién de hierro, la muerte neuronal, y el deterioro cognitivo y motor
observados incluso en los estudios que se centraron en las otras vias que se
detallan posteriormente, también ocurrieron como consecuencia de esta
respuesta inflamatoria inicial exacerbada, siendo ésta por lo tanto la puerta de
entrada a la activacion de las demés vias descritas.

En resumen, los resultados obtenidos nos permiten establecer que la
respuesta inflamatoria es una via fundamental mediante la cual el LPS logra
inducir la desregulacion del metabolismo del hierro asociada a muerte neuronal

y neurodegeneracion.

8.1.2 La via de la respuesta antioxidante

La respuesta inflamatoria desencadena a su vez la respuesta
antioxidante, las que estdn mutuamente relacionadas a través de las ROS/RNS
y mediadores proinflamatorios (Urrutia y cols., 2021; Liy cols., 2022c). Dentro de
esta misma linea, se describié que la exposicion a LPS aumenta el estrés
oxidativo dentro de la célula, que resulta en la acumulacién de hierro y la muerte
neuronal como ferroptosis asociada a neurodegeneracion (Im y cols., 2006;
Yauger y cols., 2019; Fernandez-Mendivil y cols., 2021; Chu y cols., 2022; Li y
cols., 2022c¢).

Este aumento descrito del estrés oxidativo inducido por LPS, ademéas de
generar dafo celular y mitocondrial, produjo un agotamiento de GSH y GPX4,
del sistema Xc, y un aumento en la produccion de peroxidos lipidicos, las que
son alteraciones caracteristicas de la muerte celular por ferroptosis (Hirschhorn
y Stockwell, 2019; Cheny cols., 2020; Qian y Ke, 2020; Gleitze y cols., 2021; Du
y Guo, 2022). En este sentido, el estudio de Liy cols. (2022), que también evalud
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el componente inflamatorio de esta via, corroboré que la via inflamatoria esta
asociada a cambios en el equilibrio oxidativo que llevan a la muerte neuronal
ferroptética (Li y cols., 2022c). Mientras, la respuesta antioxidante exacerbada
que induce la sobreexpresion de HO-1 microglial, una de las principales enzimas
antioxidantes que degrada la hemoglobina produciendo biliverdina, CO y hierro,
aporta a la acumulacion del LIP, induciendo un aumento del estrés oxidativo,
ferroptosis en hipocampo y deterioro cognitivo, mediante la sobreactivacion de
Nrf2 (Fernandez-Mendivil y cols., 2021).

Estos resultados apuntan a que la induccién de una respuesta inflamatoria
aumentada seria responsable de generar mayor estrés oxidativo y con ello, un
desequilibrio en la respuesta antioxidante asociado a la acumulacion de hierro,
provocando muerte neuronal y neurodegeneracion, probablemente a través de

la peroxidacion lipidica y, por tanto, por la ferroptosis.

8.1.3 La via de la S-nitrosilacion

DMTL1 es una de las principales proteinas transportadoras de hierro al
interior de la célula (Qian y Ke, 2019; Gleitze y cols., 2021; Urrutia y cols., 2021;
Chen y cols., 2022). En cultivos de lineas celulares, en ratones transgénicos y
en cerebros humanos de pacientes con EP se describié que DMT1 puede ser S-
nitrosilado (SNO-DMT1), aumentando asi su actividad sin incremento en la
cantidad de esta proteina (Liu y cols., 2018). Interesantemente, los experimentos
en animales demostraron que la S-nitrosilacion de DMT1 aumentaba tras la
microinyeccion de LPS en SNpc debido al aumento inducido de NO como parte
de la respuesta inflamatoria a éste, que fue acompafiado por un aumento de la
deposicion de hierro en la SN, la pérdida de neuronas dopaminérgicas y déficit
motor (Liu y cols., 2018). Esta via reviste cierto interés en cuanto el NO es un
mediador que participa en la respuesta inflamatoria clasica de microglias ante
esta endotoxina (Lijia y cols., 2012; Zhao y cols., 2019; Urrutia y cols., 2021), y
gue ademas esta involucrado en la regulacion del metabolismo del hierro en
condiciones neuroinflamatorias, ya sea protegiendo a las microglias de la
peroxidacion lipidica (Du y Guo, 2022), o induciendo la activacion de las IRP para

unirse a los elementos sensibles al hierro (IRE) en el ARNm de TfR y DMT1,



56

aumentando el ingreso de hierro a la célula (Gleitze y cols., 2021; Urrutia y cols.,
2021).

Estos datos dan luces de una de las formas en las que, mediante la
activacion inicial de la respuesta inflamatoria, el LPS podria incrementar a través
de DMT1 la acumulacion de hierro intracelular, y con ello aumentar el estrés
oxidativo, sobreactivar la respuesta antioxidante, inducir la peroxidacion lipidica
y finalmente la muerte neuronal ferroptética de una manera complementaria,
simultanea y posiblemente aditiva. Sin embargo, se requiere de mas estudios

gue indaguen en este mecanismo en profundidad.

8.1.4 Lavia IL-6/STAT3/hepcidina

De manera estrechamente relacionada con la respuesta inflamatoria, se
identifico entre los estudios seleccionados la via IL-6/STAT3/hepcidina, que
consiste en la activacion del receptor de IL-6 (IL-6R) por medio de su agonista
IL-6, citoquina secretada en la respuesta inflamatoria ante LPS (Ganz y Nemeth,
2015; You y cols., 2017; Zhang y cols., 2017; Ma y cols., 2018), y presente en el
cerebro de pacientes con EA (Chaudhary y cols., 2021). La activacion del IL6-R
estimula la Janus quinasa 1 (JAK1), la cual fosforila el factor de transcripciéon
STAT3, provocando la transcripcién del gen HAMP que codifica para hepcidina
(Ganz y Nemeth, 2015). La hepcidina es una hormona peptidica antimicrobiana
reguladora del hierro en el organismo, su expresion es inducida por la
inflamacion y presenta multiples mecanismos de accién en los distintos tejidos
(Ganz, 2006; Ganz y Nemeth, 2015; Ma y cols., 2018; Qian y Ke, 2020).
Hepcidina se une a Fpnl e induce su internalizacion y degradacion (Nemeth y
cols., 2004), por lo que es un regulador negativo de esta proteina exportadora
de hierro, favoreciendo la acumulacion de este i6n al interior de la célula (You y
cols., 2017).

Este mecanismo fue evaluado en un nimero importante de los estudios
seleccionados en esta revision (Wang y cols., 2008; Urrutia y cols., 2013; Qian y
cols., 2014; You y cols., 2017; Zhang y cols., 2017; Ma y cols., 2018; Pandur y
cols., 2019). En ellos, el LPS indujo una respuesta inflamatoria en microglias o

astrocitos, los que fueron activados, polarizandose hacia su fenotipo
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proinflamatorio y secretando citoquinas como TNFa e IL-6 (Qian y cols., 2014;
Youy cols., 2017; Pandur y cols., 2019). Al activar esta via, las glias y en menor
medida las neuronas, secretaron hepcidina, induciendo la desregulacién de Fpnl
y la consecuente acumulacion de hierro en las neuronas (Urrutia y cols., 2013;
You y cols., 2017). Esto a su vez indujo las alteraciones deletéreas en el estrés
oxidativo, la respuesta antioxidante, la muerte neuronal y la neurodegeneracion
que ya hemos analizado en las otras vias (You y cols., 2017). Todos los estudios
demostraron estas alteraciones descritas, apoyando significativamente la teoria
de la induccién de esta via por LPS como un mecanismo que participa en la

muerte neuronal ferroptética.

Los estudios de Urrutia y cols. (2013), Qian y cols. (2014), y You y cols.
(2017) propusieron ademas mecanismos celulares especificos mediante los
cuales esta via ocurre en base a las demostraciones experimentales que
sustentan (Figuras 3 - 5). Estos modelos, a modo de sintesis, proponen que el
efecto de la respuesta inflamatoria inducida por LPS en la secrecion glial de
hepcidina, particularmente la de astrocitos, genera los efectos previamente
descritos en la acumulacién intracelular de hierro por disminucién de Fpnil,
acompafada de un eventual aumento de DMT1. En este sentido, el modelo
propuesto por You y cols. en 2017, a diferencia de los anteriores, explica mas en
detalle las interacciones determinadas entre microglias, astrocitos y neuronas,
los cuales desempefarian papeles definidos en esta via. Este grupo demostré
que el LPS, activando el fenotipo proinflamatorio de microglias, indujo la
secrecion microglial de IL-6 y con ello la expresion de hepcidina
fundamentalmente en los astrocitos, de la misma forma que lo demostrado por
Urrutia y cols. (2013). Esta secrecion astrocitica de hepcidina seria la que
provoca la disminucién de Fpnl en las neuronas, el aumento del hierro
intracelular, y finalmente la muerte neuronal en corteza e hipocampo por

acumulacion toxica de hierro (Figura 5) (You y cols., 2017).

Si bien los modelos propuestos por estos grupos guardan ciertas
diferencias, por ejemplo, en cuanto a la descripcién de las glias involucradas y
en el detalle con el que aborda las alteraciones de las proteinas transportadoras
de hierro DMT1 y Fpnl en los distintos tipos celulares, finalmente terminan por
concluir lo mismo: LPS induce acumulacion de hierro en la neurona por

desregulacion de la exportacion de hierro de Fpnl mediante la accion de
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hepcidina (Urrutia y cols., 2013; Qian y cols., 2014), lo que resulta en la muerte

de neuronas en corteza e hipocampo (You y cols., 2017).

Esta via también fue apoyada por Ma y cols. (2018) y Zhang y cols. (2017),
quienes demostraron que el aumento de hepcidina inducido por LPS en el
cerebro es dependiente de la accion de IL-6 y de la fosforilacion de STAT3,
mediante la experimentacion en ratones knockout para IL-6, y en cultivos

primarios de neuronas y astrocitos de estos.

Podemos reconocer que en la via de la hepcidina inducida por IL-6, la
respuesta inflamatoria presenta un rol crucial, evidenciado por su capacidad para
inducir la secrecion de hepcidina, la que tendria un papel importante como
intermediario en la ferroptosis neuronal. De este modo, la respuesta inflamatoria
inducida por LPS en un inicio, aumentaria la secrecion de hepcidina, para luego
generar la acumulacién de hierro y el aumento del estrés oxidativo, que en
conjunto con la desregulacién de la respuesta antioxidante permitiria el aumento

de la peroxidacion lipidica y finalmente la ferroptosis de las neuronas.

A pesar de todos estos datos es necesario tomar en consideracion que, Si
bien la hepcidina puede presentar estos efectos deletéreos en las neuronas,
dadas sus propiedades antiinflamatorias esta proteina ha demostrado reducir los
niveles de citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNFa, y la activacion de
astrocitos y microglias en respuesta a estimulos inflamatorios como el péptido
AB en cultivos primarios cerebrales de rata y en hipocampo de ratones (Urrutia y
cols., 2017). Ademas, se ha visto que la hepcidina junto con su receptor Fpnl,
presentan una expresion menor en el cerebro de personas con EA, con una
tendencia a agruparse en torno a neuritas de morfologia anormal en el
hipocampo (Raha y cols., 2014). Como se puede inferir de esto, este tema es
aun controversial (Wang y cols., 2022b), ya que otros estudios han demostrado
un aumento de los niveles de hepcidina y una disminucion en la expresion de
Fpnl con acumulacion de hierro, que aumenta con la progresion de la
enfermedad en el cerebro de pacientes con EA, y que ademas se encuentra
asociada a activacién microglial y secrecién de IL-6 (Chaudhary y cols., 2021).
Las discrepancias entre los efectos neuroprotectores o neurotdxicos de
hepcidina podrian explicarse por las diferencias entre los estudios en células

aisladas que no incorporan todas las interacciones entre las células involucradas,
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y por los diferentes efectos que presenta dependiendo del espacio donde sea
secretada, como en células endoteliales o en astrocitos (Urrutia y cols., 2021).
Por esto, es necesario esclarecer las funciones diferenciales que desempeia la
hepcidina a nivel sistémico y local, y su efecto en la regulacion del metabolismo
del hierro en el cerebro de pacientes con EA (Qian y Ke, 2019, 2020; Urrutia y
cols., 2021; Wang y cols., 2022b), tanto en su rol fisiolégico como en el desarrollo
de las patologias asociadas a neuroinflamacién, acumulacién de hierro y
neurodegeneracion, entendiéndose como un proceso dindmico, progresivo y

altamente complejo.

En sintesis, y a pesar de las pequefas diferencias en cuanto a los detalles
de los mecanismos celulares que participan en este proceso, de las diferencias
metodoldgicas entre ellos, y de la variabilidad entre los modelos experimentales
utilizados que podrian explicar estas diferencias, los 21 estudios seleccionados
apoyan la hipotesis de que los LPS son capaces de desencadenar vias celulares
y moleculares que inducen la acumulacién de hierro en las neuronas, y que
provocan la muerte de éstas por acumulacion de hierro o ferroptosis. Como se
vio, ademas, las distintas vias estudiadas en las publicaciones seleccionadas en
lugar de ser mutuamente excluyentes parecieran ser complementarias e incluso
ocurrir simultdneamente, ya que presentan marcadores comunes. La respuesta
inflamatoria inducida por LPS pareciera ser la via desencadenante de las demas,
al estar presente en el desarrollo de todas ellas y por su capacidad para inducir
la secrecion de hepcidina, la S-nitrosilacion de DMT1, y desregular la respuesta
antioxidante. Estos procesos ocurririan de manera simultdnea y complementaria
posteriormente a la induccion de la respuesta inflamatoria, aumentando la
acumulacion de hierro intracelular, el estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y

finalmente, la ferroptosis neuronal con neurodegeneracion.

8.2 Periodontitis, LPS de periodontopatdogenos y ferroptosis

Debido a la ausencia de estudios experimentales que comprueben
especificamente la capacidad de los LPS de periodontopatégenos para inducir
ferroptosis en neuronas, y conociendo la capacidad de otros LPS para
desencadenar mecanismos ferroptéticos en estas células, como ya hemos

revisado, se hace necesario discutir acerca de la evidencia disponible en la
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literatura sobre la capacidad de los LPS de periodontopatdgenos para inducir

ferroptosis en otros tejidos, como en la periodontitis a nivel local.

El estudio de la ferroptosis como mecanismo que participa en la patogenia
de la periodontitis es una tendencia muy reciente y cada vez mas estudiada
(Chen y cols., 2022). Estos estudios abarcan modelos experimentales tanto in
vitro e in vivo (Zhao y cols., 2020; Guo y cols., 2021; Qiao y cols., 2022) como in
silico (Pan y cols., 2022, 2023; Zhang y cols., 2022a, 2022b; Xu y cols., 2023).

El LPS de P. gingivalis indujo ferroptosis en HGF y en el tejido gingival de
ratas con periodontitis (Qiao y cols., 2022). Esto es apoyado por estudios
bioinforméticos que revelan la activacion de genes en comun entre la
enfermedad periodontal y la ferroptosis en los tejidos periodontales (Zhang y
cols., 2022a, 2022b; Pan y cols., 2023; Xu y cols., 2023), mientras que la
determinacién de estos genes relacionados a ferroptosis ha presentado un
potencial valor para el diagndstico y la clasificacion de la periodontitis (Zhang y
cols., 2022b; Xu y cols., 2023). Estos estudios han demostrado la asociacion de
genes comunes no solo entre periodontitis y ferroptosis, sino que también con
diabetes mellitus tipo 2, lo cual ayudaria a entender en mayor profundidad la
patogenia comun entre estas enfermedades en conjunto con la ferroptosis (Pan
y cols., 2022).

Interesantemente, en un modelo experimental de periodontitis en cultivos
de HGF estimulados con LPS de E. coli, el mismo utilizado en los experimentos
de los estudios seleccionados en esta revision, también se observo ferroptosis
(Yangy cols., 2022), apoyando la hip6tesis de que los LPS periodontales podrian
inducir ferroptosis en tejidos gingivales y también en neuronas debido a la
similitud comparativa de los efectos entre estas variantes de LPS en los distintos

modelos experimentales abordados.

Todos estos antecedentes respaldan la hipétesis de que P. gingivalis y su
LPS podrian desregular el metabolismo del hierro e inducir ferroptosis en los
tejidos gingivales durante el desarrollo de la periodontitis (Chen y cols., 2022), y
posiblemente también en neuronas del cerebro (Figura 6). Esto se vuelve de
especial interés cuando tomamos en consideracion que se ha observado la

presencia de LPS de P. gingivalis en el cerebro de pacientes con EA (Poole y
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cols., 2013), indicando que P. gingivalis podria iniciar este mismo proceso
ferroptotico en las neuronas (Liu y cols., 2023). Por lo tanto, para responder
adecuadamente nuestra pregunta de investigacion, es necesario demostrar
experimentalmente si los LPS de periodontopatégenos como P. gingivalis
provocan ferroptosis en neuronas, para lo cual las vias identificadas en esta

revision podrian ser de utilidad en la orientacion de las futuras investigaciones.
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Figura 6. HipGtesis de neurodegeneracion por ferroptosis neuronal inducida por LPS de bacterias periodontales. Graphical abstract que sintetiza las
principales vias implicadas en la ferroptosis neuronal inducida por LPS identificadas en la evidencia, y como estas podrian asociarse con los LPS de bacterias
periodontales. Se muestran las principales interacciones y vias de sefializacion entre microglias, astrocitos y neuronas en SN e hipocampo que devienen en ferroptosis

neuronal y neurodegeneracion. Creado con BioRender.com
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8.3 Heterogeneidad de los estudios

Los 21 estudios seleccionados en esta revision sistematica cualitativa
presentaron disefios experimentales tanto in vivo en animales, como in vitro en
cultivos celulares. Estos experimentos demostraron una alta heterogeneidad

entre ellos, dada principalmente por las diferencias en su metodologia.

Los estudios en cultivos celulares difirieron metodolégicamente en cuanto
al origen de las poblaciones celulares utilizadas, la cepa de origen de LPS y si
fue especificada o no, las dosis y el tiempo de exposicidon a LPS, la exposicion a
medios acondicionados de otros cultivos, el uso de moléculas inhibidoras de los
efectos de LPS, y los parametros, mediadores o marcadores celulares y

moleculares evaluados.

Los estudios realizados en animales presentaron gran variabilidad
metodoldgica en cuanto a caracteristicas de los animales sometidos a las
pruebas tales como la especie, el sexo, la edad y la cepa. Al igual que en los
estudios in vitro, los experimentos en ratas o ratones difirieron en el origen del
LPS, su dosis y el tiempo de exposicién, la forma y el lugar de administracion, el
método con el que fueron sacrificados, el uso de modelos transgénicos, la
exposicidon a drogas inhibidoras de los efectos de LPS, las distintas regiones del
cerebro evaluadas, y los parametros, mediadores o marcadores celulares y

moleculares que fueron medidos.

Otras fuentes de heterogeneidad tienen que ver con que no todos los
estudios cuantificaron los resultados de las tinciones o imagenes
inmunohistoquimicas de los cortes de cerebro, lo que tampoco permite realizar
un analisis estadistico comparativo. La mayoria de los estudios tampoco realiz6
controles negativos, tales como silenciamiento o knockout de ciertos genes o
proteinas, ni el uso de moléculas inhibitorias. Ademas de esto, también pudimos
encontrar una gran heterogeneidad en los términos MeSH y palabras clave
informadas en las publicaciones para realizar la busqueda de éstas, lo que
implica una especial dificultad debido a que gran cantidad de estudios
efectivamente relacionados entre si no pudieron ser agrupados adecuadamente

en torno a un mismo motor de busqueda estandarizado.
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Debido a esta alta heterogeneidad metodoldégica no fue posible realizar

un metaanalisis de los estudios seleccionados.

8.4 Analisis de riesgo de sesgo

Para la evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios experimentales
realizados en animales se utilizé la herramienta SYRCLE (Hooijmans y cols.,
2014), la cual calificd con un “Si” a la mayoria de los estudios en los dominios 2,
4, 8,9y 10; con “Poco claro” a la mayoria de los estudios en los dominios 3, 5,

6y 7;yconun “No” ala mayoria de los estudios en el dominio 1.

Esta evaluacioén indica que las debilidades metodolégicas mas fuertes en
cuanto al riesgo de presentar algun tipo de sesgo se dieron en la descripcion y
declaracion de los métodos utilizados para generar algun tipo de secuencia de
asignacion aleatoria de los grupos, lo que implica un riesgo de sesgo de
seleccidén. Seguido de esto, otras debilidades estuvieron relacionadas con el
cegamiento en esta asignacion, el cegamiento de las intervenciones recibidas,
la descripcion de la aleatorizacion de la seleccion de los animales para la
evaluacion de los resultados, y el cegamiento del evaluador de estos resultados;
lo cual corresponde a un riesgo moderado de sesgo de seleccion, de desempefio

y de deteccion.

Debido a que los demés dominios en su mayoria fueron evaluados
positivamente, lo que representa un bajo riesgo de sesgo de seleccién, de
desemperio, de atricidén, de reporte y otros, se considera que el nivel de riesgo
de sesgo en general para estos estudios es moderado. Adicionalmente, se
aconseja tener en cuenta estas debilidades para reducir el riesgo de sesgo de

futuros disefios experimentales en animales en esta linea investigativa.

8.5 Limitaciones del estudio

Respecto a las limitaciones de esta revision, la principal observacion a
realizar es la falta de estudios que evaluen directamente el efecto de los LPS de
periodontopatégenos sobre el metabolismo del hierro y la ferroptosis en
neuronas de regiones del cerebro susceptibles a neurodegeneracion. Ademas,
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al ser un tema de investigacion reciente, aun existen muchos mecanismos
controversiales o desconocidos, por lo que esta falta de informacion dificulta

establecer resultados concluyentes.

Una caracteristica inherente a este disefio de estudio es que la evidencia
se limita a lo que ha sido previamente estudiado, lo que a su vez esta
condicionado al conocimiento preexistente, a los estudios disponibles hasta la
fecha y a las tendencias en investigacion en un tiempo determinado. Por estos
motivos, los alcances de esta revision llegan hasta donde la literatura actual lo
permite, sin perjuicio de la capacidad de esta revision para establecer relaciones
conceptuales de la evidencia que permitan la orientacion de las lineas

investigativas futuras, lo cual admite valoracion.

Actualmente, debido a la introduccion reciente del concepto de ferroptosis
(Dixon y cols., 2012) y de su respectivo término MeSH en 2020, es que no todos
los estudios que involucran este tipo de muerte celular o procesos relacionados
a ella estan agrupados bajo este término, y en general se observa una falta de
estandarizacion en la agrupacion de las publicaciones en torno a las palabras
clave o los topicos que tratan sus estudios, lo que dificulta la busqueda completa
de la literatura y hace necesario busquedas complejas con mas de un motor, con

el riesgo de excluir estudios potencialmente relevantes.
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9. CONCLUSIONES

e Actualmente no existe evidencia en la literatura que demuestre que los
LPS de periodontopatdogenos pueden participar en el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas mediante la induccién de ferroptosis

€n neuronas.

e Se requieren mas estudios que evallen la capacidad de los LPS de
periodontopatdgenos de inducir ferroptosis en neuronas |y

neurodegeneracion.

e La literatura actual muestra una clara evidencia de que la
neuroinflamacion puede ser inducida por los LPS, y que esta
neuroinflamacién a su vez puede desencadenar una desregulacién en el
metabolismo del hierro en el cerebro mediada por microglias y astrocitos,
produciendo estrés oxidativo, peroxidacion lipidica y ferroptosis en

neuronas.

e La evidencia actual muestra algunas vias complementarias e
interrelacionadas en el estudio de la induccién de este proceso: la via de
la respuesta inflamatoria, la via de la respuesta antioxidante, la via de la

S-nitrosilacion, y la via IL-6/STAT3/hepcidina.

e La via de la respuesta inflamatoria seria fundamental en la induccion
inicial de las otras vias de acumulacion de hierro y ferroptosis neuronal
por LPS.

e La desregulacion de la respuesta antioxidante podria inducir efectos
deletéreos indeseados en el cerebro como la ferroptosis neuronal

asociada a neurodegeneracion.

e La via de la S-nitrosilacion requiere de una mayor cantidad de estudios,
habiéndose encontrado en la literatura sélo uno, el que demuestra que
este proceso ocurriria de manera simultdnea y complementaria a los

demas, y abre la puerta a esta linea investigativa.

e La via IL-6/STAT3/hepcidina, si bien es la que presenta mayor respaldo

en la literatura, requiere de una mayor profundizacion para aclarar las
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controversias y los vacios que existen hasta ahora respecto a las
funciones y los efectos diferenciales de hepcidina en el cerebro en
condiciones fisiolégicas y en el contexto de neuroinflamacion vy

neurodegeneracion, como un proceso complejo, dindmico y progresivo.

Las vias identificadas en este estudio pueden servir para orientar las
lineas de investigacion futuras e indagar en esta relacion, para asi
determinar de manera concluyente si los LPS de periodontopatdogenos

pueden inducir ferroptosis en neuronas y neurodegeneracion.

Se recomienda el uso de las herramientas de andlisis de riesgo de sesgo
disponibles (Zeng y cols., 2015) como una pauta para el disefio
metodoldgico de estos estudios, y asi generar evidencia fuerte con un bajo

riesgo de sesgo.
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Tabla S1. Efectos demostrados del LPS en microglias, astrocitos y neuronas por estudio.
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